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Selenium (Se) is an essential element for human health. The health-promoting 
properties of Se are due to vital functions of selenoproteins in which selenium is 
present as selenocysteine (SeCys). The important role of selenoproteins in human 
metabolism justifies the adverse consequence of selenium deficiency. There are 
several parts of the world where selenium content in the diet has been estimated 
insufficient to reach correct activity of selenoproteins. For all commented above, the 
production of Se-enriched food and nutritional supplements is getting interest in the 
last years. Two main approaches have been applied for developing Se-enriched food 
and feed: 1) Development of Selenium-enriched fermented producst (based on the 
capability of Lactic bacteria to incorporate and biotransform inorganic selenium into 
organic Se-compounds which are considered nutritional safer and more bioactive than 
inorganic Se) and 2) Development of Se-enriched vegetables (based on the capabilliy of 
some plants to biotransform inorganic selenium into seleno aminoacids). In most of 
the studies apperared in the literature selenium is supplemented as inorganic 
selenium. 
 Nanotechnology has been touted as the next revolution in many industries, 
including food processing and packaging. The applications of nano-based technology in 
food industry may include nano scale vehicles for delivering nutrients and sensitive 
bioactives,  nanoscale films for food packaging and contact materials, nanoscale 
systems for controlled releasing  of  fertilizer and pesticides, safety and biosecurity 
(e.g. nanosensors), and nanotoxicity. Based on these advances, nanotechnology could 
be also applied for developing selenium nanoparticles as a vehicle for delivering 






 Selenium nanoparticles (SeNPs), which can be considered a novel Se 
compound, has shown to have excellent antioxidants properties  and low toxicity when 
comparing with other Se-species such as SeMet and MeSeCys. Most of the studies 
concerning selenium nanoparticles are mainly focused on the interaction of SeNPs 
with biological systems, being their potential in food and agriculture less explored. 
Characterization of size, morphology and effects of SeNPs on living system is 
not an easy task requiring the combination of different analytical technologies. 
Transmission electron microscopy (TEM) and Asymmetrical flow field flow 
fractionation (AF4) on line coupled to ICPMS are used to observe the distribution of 
SeNPs in the living system and to characterize the synthesized SeNPs.  Selenium 
transformation can be evaluated by using high performance liquid chromatography 
(HPLC) on line coupled to inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and 
the viability of cells, or bacteria in presence of SeNPs can be assessed by flow 
cytometry using the live/dead test. 
I.2. OBJECTIVES 
The main goals of this thesis are focused on the synthesis and 
characterization of SeNPs and their potential application to the food technology field 
by developing the following applications: 
1) Development of Se-enriched food products (based on lactic fermentation 
process and the use of vegetables). For this purpose, the accumulation, 
biotransformation and toxicity of SeNPs in Lactic bacteria (Lactobacillus bulgaricus) 
and radish plants (Raphanus sativus) will be assessed. 
2) Development of a new food packaging with antioxidant properties by 








These objectives will be accomplished by performing the following tasks: 
- Synthesis and characterization of SeNPs. SeNPs will be synthesized by using 
different capping agents (polimers and non- inonic surfactants) allowed by food 
regulation. SeNPs characterization in terms of size and morphology will be achieved by 
applying transmission electron microscopy (TEM) and asymmetrical flow field flow 
fractionation (AF4) on line coupled to ICPMS. 
- Acumulation, biotransformation and toxicity of SeNPs on lactic bacteria and  
plants.  This study will imply the development of an analytical methodology which 
combines a great variety of analytical techniques: inductively coupled plasma-mass 
spectrometry (ICPMS) and HPLC-ICPMS for determining total selenium and selenium 
species, respectively; flow cytometry using the live/dead test for assessing bacteria 
viabilily in presence of SeNPs and TEM for SeNPs localization. The resuls obtained will 
be compared with those provided when supplementing selenium as selenite. 
-  Development of a new food packaging with antioxidant properties by 
incorporation of SeNPs. For this purpose, the antioxidant activity of the different 
SeNPs suspensions and the final material will be measured by employing different 
methodologies. Moreover, the migration of SeNPs from packaging to the food will be 
assessed, either by using easy oxidable food such as hazelnuts. 
I.3. RESULTS AND DISCUSION 
The main goals of this thesis are focused on the synthesis and characterization 
of SeNPs and their potential application to the food technology field: developing of Se-
enriched food and a food packaging with antioxidant properties. A brief discussion of 
the results obtained is given below. 
I.3.1. Synthesis and characterization of SeNPs 
“Effect of capping agents on size and morphology on selenium nanoparticles: Analytical 
characterisation by Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation coupled to Inductively 





Selenium nanoparticles obtained using different stabilizing agents such as 
polysaccharides Chitosan (Poly(D-glucosamine)) and Hydroxyethyl cellulose (HEC), and 
non-ionic surfactants (Triton X-100 (t-octylphenoxypolyethoxyethanol), and 2,4,7,9-
tetramethyl-5-decyne-4,7-diol ethoxylate) were stable and spherical  within a range 
size of (20-40), (≈100), (18-40) and (28-60) nm,  respectively. The use of isotridecanol 
ethoxylate as stabilizer agent produced nanorods morphology. The formation of Se 
NPs with nano-metric sizes can be controlled by varying key processing conditions, 
such as the concentration and the chemical composition of the stabilizing agent, the 
ascorbic acid/Na2SeO3 precursor ratio, and the pH.  We showed that Se NPs larger in 
size are achieved by increasing the concentration of the stabilizer. The use of non-ionic 
surfactants in the synthesis of Se NPs provided stable and spherical nanoparticles in 
almost all cases. The behavior of these NPs was similar to those obtained with 
Chitosan, except for the differences due to flocculation and aggregation processes with 
pH modifications.   
Their size and aggregation were characterized by Transmission Electronic 
Microscopy (TEM) and by Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation (AF4) coupled to 
DAD-UV and ICPMS detectors. In this study asymmetrical flow field-flow fractionation 
coupled to ICP-MS has been shown as an appropriate technique to separate, detect, 
and quantify selenium nanoparticles. 
I.3.2. Biotransformation and toxicity of SeNPs on lactic bacteria and plants 
“Se metallomics during lactic fermentation of Se-enriched yogurt” 
 The use of AF4 combined with SDS-PAGE allow us to detect four Se-containing bands 
in the soluble protein fraction of Se-enriched and control yogurt, with a molecular 
weight ranging between 10 and 70 kDa. Protein identification by post-tryptic digestion 
of the Se-containing bands and nano-HPLC ESI/LTQMS, revealed the presence of Met- 
and Cys- containing proteins and, two proteins involved in anti-oxidant functions such 
as thioredoxin and glutaredoxin. In the presence of Se, no chaperones were detected, 
which might indicate that selenium could play a role in chaperone expression and 





of Se made it difficult to determine any other specific Se-peptides in the proteins 
identified in the Se-containing fractions. 
“Understanding the accumulation, biotransformation and toxicity of selenium 
nanoparticles in Lactobacillus Bulgaricus” and “Evaluation of coating material 
dependent on toxicity of SeNPs to L. Bulgaricus”. 
This study, for the first time, shows that L. Bulgaricus are able to accumulate 
and biotransform selenium nanoparticles. A low transformation into organic forms 
(selenoamino acids) was observed when bacteria were exposed to selenite. Meanwhile 
in bacteria grown in SeNPs-enriched media practically all the selenium content was 
identified as seleno aminoacids at low concentrations of Se (1 μg·mL-1). The fact that 
Lactobacillus was more efficient in transforming SeNPs than selenite could also explain 
the differences observed in viability. Results from live/dead assays implied that SeNPs 
killed approximately 20% of Lactobacillus after 24 hours while the percentage increase 
up to 60% of bacteria when selenite was applied. TEM measurements show that  
chitosan modified SeNPs (CS-SeNP)s were located inside the bacteria cells without 
compromising the integrity of the bacteria. In general bacteria were more tolerant to 
CS-SeNPs than to selenite.  
For high level of selenium exposure (10 μg·mL-1 of Se) the toxicity of SeNPs  is 
highly affected by the chemical nature of the capping agent employed. The data 
obtained suggests that the toxicity of ethoxylated-coated SeNPs is mainly governed by 
the toxicity of the surfactant used for preparing SeNPs. HEC-SeNPs were mostly 
attached to the cell wall which may likely due to its high particle size (101±6 nm). As a 
result, it is in our opinion that capping agent is one of the most important factors to be 
taken into consideration when accurately evaluating the toxicological behaviour of 
SeNPs. Unfortunately, the coating material effect on the toxicological behaviour of NPS 
is either missing or not explicitly mentioned in most of the reported studies.  
“Accumulation and Biotransformation of Chitosan-modified Selenium Nanoparticles in 





Results shown that the stable CS-SeNPs are biotransformed in exposed radish 
being a percentage higher 95% of CS-SeNPs into MetSeCyst and SeMet, mainly. Similar 
results were obtained when selenium was supplemented as selenite, which allow us to 
think that transformation occurs in the same manner. TEM images from the root 
radish system revealed the presence of CS-SeNPs on root systems, suggesting selenium 
transformation takes place inside radish.  
I.3.3. Development of a new food packaging with antioxidant properties by 
incorporation of nanoparticles of selenium 
“New antioxidant packaging with nano selenium as active material in a multilayer” 
The antioxidant capacity of SeNPs stabilized by different compounds was 
studied by both the DPPH method and the free radical assay. It has been 
demonstrated that among the stabilizing agents tested 7% of 2,4,7,9-tetramethyl-5-
decyne-4,7-diol ethoxylate at pH 3 is the most appropriate to be added to the adhesive 
and to the final multilayer material with different PE thickness. An increase in 
nanoparticles concentration also produced an increase in the antioxidant capacity of 
both the solutions and the adhesives, and so, 100 mg·L-1 was selected as the optimal 
concentration in the adhesive. Higher concentration caused a reduction of the 
adhesion properties. It was demonstrated that DPPH is not  an appropriate method 
when the antioxidant, SeNPs in this case, is behind a polymeric layer, as the DPPH 
radical is not able to cross the plastic layer of PE and react with the antioxidant. 
 “Evaluation on SeNPs migration from food packaging” 
For this purpose bags of 1.0 x1.5 dm2 and PE thickness of 35, 60 and 90 nm, 
were filled with milled hazelnut and, stored for 10 days at 40ºC. With the aim of 
evaluating the possible migration of SeNPs contained into a multilaminar packaging in 
a system (PET-adhesive+SeNPs-PE), 77SeNPs was synthesized in order to discern 
exogenous selenium from the endogenous present in sample.  After storage, no signal 
on the 77Se isotope was detected when measuring selenium concentration in samples 





differences were found between packaging without and with adding SeNPs. Moreover, 
not effect of the material thickness on the SeNPs migration was observed. 
  
I.4. CONCLUSIONS 
The main conclusions obtained from this research work are summarized below: 
1. Synthesis of SeNPs can be controlled through key process factors, such as: 
concentration and chemical composition of the stabilizing agent, the ratio ascorbic 
acid/Na2SeO3 and pH. AF4 technique coupled to DAD-ICPMS has been proved as an 
adequate technique for the characterization of spherical SeNPs.  
2. The use of various analytical techniques (AF4-DAD-ICPMS prior to SDS-PAGE 
separation) has allowed us to detect proteins containing selenium in the range of 10-
70 kDa in the soluble protein fraction Se-enriched yogurt when supplementing with 
sodium selenite. The identification of these proteins revealed the presence of proteins 
containing Met and Cys, and two other proteins with antioxidant functions as 
Thioredoxin and Glutaredoxin. Unlike Se-enriched yogurts, chaperones were not 
detected in control yogurts which may indicate that selenium plays a key role in 
expressing these proteins and thus in reducing stress factors affecting  Lactobacillus  
during lactic fermentation. 
3. In the evaluation of the effects of selenite and selenium nanoparticles with 
different stabilizing agents on bacteria responsible for lactic fermentation processes 
such as Lactobacillus bulgaricus the following conclusions can be addressed. L. 
Bulgaricus were more tolerant to the presence of SeNPs (modified with chitosan) than 
inorganic selenium. This tolerance could be explained by the CS-SeNPs transformation 
to selenoamino acids. Toxicity of SeNPs is highly influenced by the nature of the 
capping agent. 
4. Raphanus Sativus when supplemented with CS-SeNPs showed high capacity 





DAD-ICPMS analysis allowed us the characterization of NPs adhered on plant roots, 
suggesting that the transformation takes place within the plant. Similar results were 
obtained when plants were supplemented with sodium selenite. 
5. The antioxidant capacity of SeNPs synthesized with different stabilizing agents 
has been evaluated by using two methods: DPPH and free radicals. The antioxidant 
capacity was measured in suspensions of SeNPs, when mixed with the adhesive and 
after their incorporation into packaging with different PE layer thicknesses. The best 
results, in terms of oxidant capacity were achieved when SeNPs were prepared by 
using non-inoic surfactant as capping agent. Moreover, it was demonstrated that the 
DPPH assay is not suitable for measuring the oxidant capacity of SeNPs suspensions. 
The studies about migration of SeNPs from food packaging multilayer showed that the 
selenium extracted were below the maximum permissible limits (10 µg·Kg-1). The data 
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I. SELENIO: Elemento Esencial para los Seres Vivos 
 
El selenio (Se) es un elemento 
traza esencial para los seres vivos con 
importantes funciones biológicas y 
bioquímicas. Su deficiencia ha sido 
asociada con diversas enfermedades ya 
que presenta importantes propiedades 
antioxidantes, inmunológicas y tiroideas 
(Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique 2008). 
Además, está involucrado en la prevención de algunos tipos de cáncer, enfermedades 
cardiovasculares, de fertilidad, y ejerce un papel antagónico frente a los efectos 
tóxicos de metales como el arsénico, cadmio, mercurio y plomo.  
En 1957, Schwarz et al. descubrieron, por primera vez, los efectos beneficiosos 
de este elemento, constatando que el selenio prevenía la incidencia de necrosis 
hepática en ratas con deficiencia en vitamina E. Sin embargo, no fue hasta el año 1973 
cuando se comprobó que dicho efecto protector estaba asociado a la acción 
antioxidante de la selenocisteína, amino ácido presente en la enzima glutatión 
peroxidasa (Rayman 2000). 
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Desde ese momento, se han llevado a cabo numerosos estudios con el fin de 
elucidar el metabolismo de este elemento en los sistemas biológicos. A pesar de que 
todavía los resultados sobre el metabolismo del selenio no son definitivos, lo que sí es 
un hecho constatado es que los efectos del selenio no solamente dependen de su 
concentración, sino de la forma química en que se encuentra.  
 Tabla 1. Compuestos de Selenio  presentes en muestras biológicas  
Especie Fórmula Química 
Selenito  SeO32- 
Seleniato SeO42- 





Trimetil selenonio (CH3)3Se+ 








I.1. Esencialidad  del selenio: Selenoproteínas 
Los efectos esenciales del selenio se deben fundamentalmente a su presencia  
en las proteínas. Así, el selenio puede incorporarse a las proteínas de manera 
específica en forma de selenocisteína (SeCys) (Aguilar et al. 2009); estas proteínas se 
denominan selenoproteínas y son las responsables de conferir a este elemento su 
carácter esencial. Por otra parte, el Se también puede incorporarse a las proteínas de 
forma no específica como selenometionina (SeMet) sustituyendo al azufre (Bierla et al. 
22 
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2013a). Sin embargo, estos compuestos no se consideran selenoproteínas, ya que no 
presentan ninguna función biológica específica. Las proteínas en las que el selenio se 
encuentra como SeMet se denominan proteínas que contienen Se (Lopez Heras et al. 
2011a). La mayor capacidad catalítica de las selenoproteínas en comparación con sus 
homólogas sulfuradas se atribuye a la extraordinaria nucleofilia del residuo SeCys, 
aunque se desconoce si podrían existir más factores que contribuyesen a ello (Liu & 
Rozovsky 2013). 
Las selenoproteínas se encuentran presentes en los tres dominios de los seres 
vivos: bacteria, archaea y eucariota. Sin embargo, algunos de estos organismos no 
hacen uso de la SeCys. De hecho, las levaduras y la mayoría de plantas superiores han 
perdido la maquinaria para la inserción de SeCys durante el proceso evolutivo y, por 
consiguiente, su proteoma no posee selenoproteínas. Las selenoproteínas se pueden 
clasificar en dos grupos según la localización de la SeCys en la proteína. El grupo I está 
constituido por proteínas que poseen la SeCys localizada en la posición N-terminal del 
dominio función, a este grupo pertenecen la Glutatión Peroxidasa (GPx) y la 
selenoproteína  W. Mientras que a el grupo II pertenecen aquellas selenoproteínas 
donde la SeCys se encuentra en el extremo C-terminal, como sucede en la familia de la 
Tiorredoxinas Reductasas (TrX). Hasta la fecha, se han descrito varios tipos de 
selenoproteínas, aunque se desconocen muchas de sus funciones. En la tabla se recoge 
un resumen de las selenoproteínas mejor caracterizadas hasta la fecha. 
Tabla 2. Selenoproteínas: Tipos y funciones 
Selenoproteínas 
 
Funciones Desorden Observaciones Referencias 






GPx2, GPx3, GPx4 
y GPx6.  
 
GPx1, GPx2 y GPx3 
son antioxidantes 
y se encuentran 
en citosol, tracto 
- Estrés oxidativo 
- Expresión de 
















































TRxR2, y TGR 
expresada en los 
testículos.  
- Estrés oxidativo 














en la terapia 
contra el 
cáncer.  





(Anestål et al. 
2008; Buettner et 







































(Burk & Hill 2005; 
Scharpf et al. 2007; 
Press & Tappel 
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La expresión de 
SelP en cerebro 
puede 
aumentar con 














SelW mRNA se 
encuentra 
altamente 




(Squires & Berry 





SPS1 y SPS2 se 
presentan en 
vertebrados e 
insectos, SPS1 es 
considerada como 
la única 




Disfunción tiroidea SPS2 es la única 
proteína 
implicada en la 
síntesis de SeP 




la síntesis de 
selenocisteína). 





























-Cáncer El desarrollo de 
cancer ha sido 
relacionado con 
polimorfismos en 
la Sep15.  
(Kumaraswamy et 
al. 2000; Jablonska 
et al. 2008; Panee 





Se encuentra en el 
núcleo celular. 






en respuesta a 
estrés.  
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 I.2. Relevancia Biológica del Selenio. Efecto antioxidante y 
anticarcinogénico. Estados carenciales de selenio. 
Una de las funciones más conocidas del selenio es su capacidad antioxidante. 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son un producto inevitable del proceso de 
respiración celular, causado por la oxidación de lípidos, ácidos nucleicos y proteínas. 
Los daños causados por ROS son causas subyacentes de enfermedades inflamatorias, 
neurodegenerativas, inmunológicas y cáncer (Battin et al. 2006; Zimmerman et al. 
2015). Para evitarlo, en la medida de lo posible, las células poseen sofisticados 
sistemas regulatorios antioxidantes con el fin de mantener los niveles adecuados de 
especies reactivas de oxígeno.  Algunos compuestos con carácter antioxidante son los 
polifenoles, compuestos azufrados y el selenio. Todos ellos forman parte de  enzimas o 
proteínas antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa 
(GPx) y micronutrientes como las vitaminas C y E (Battin & Brumaghim 2009a). 
El selenio presenta diversos efectos beneficiosos para la salud y está 
relacionado con la prevención o curación de determinadas enfermedades. Estos 
efectos beneficiosos están estrechamente relacionados con  la función antioxidante de 
las selenoproteínas. El organismo posee sistemas de regulación de especies oxidantes 
que requieren, para su correcto funcionamiento, una ingesta adecuada de selenio; la 
dosis diaria de selenio recomendada es de aproximadamente 55 µg·día-1 (Pedrero & 
Madrid 2009) y, su principal fuente en los humanos es a través de la dieta. En los 
últimos años se han realizado  multitud de ensayos, tanto  in vitro como ensayos 
clínicos, para determinar los efectos del selenio en la salud, con el objetivo  por una 
parte de establecer su papel en el tratamiento y/o prevención de determinadas 
enfermedades, y por otro evaluar las consecuencias generadas por estados deficitarios 
de selenio.  
El sistema inmune es uno de los más afectados por el estrés oxidativo y donde 
las selenoproteínas juegan un papel importante; observándose, que la suplementación 
con Se, incluso en individuos con niveles adecuados, presenta un efecto estimulador 
del sistema inmune (Tapiero et al. 2003). Este efecto es especialmente importante en 
personas mayores, y enfermos de cáncer en tratamiento, puesto que su respuesta 
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inmune se ve frecuentemente comprometida (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique 
2008). Estudios realizados con ancianos en el estado de Arizona evidenciaron que una 
suplementación con 400 µg Se·día-1, en forma de levadura selenizada, incrementaba 
hasta en un 27% el número de linfocitos T, principales responsables de coordinar la 
respuesta inmune celular (Wood et al. 1999).  
El estrés oxidativo ha sido también relacionado con estadios iniciales y 
avanzados del VIH, induciendo la apoptosis de linfocitos T. En estudios in vitro se ha 
puesto de manifiesto la dependencia existente entre los niveles de interleuquina 
(responsable de la temprana y más rápida expansión de linfocitos T) con la 
suplementación de Se y, contribuyendo  de esta forma, a aumentar la defensa 
enzimática y una mejora generalizada de la salud de estos pacientes (Tapiero et al. 
2003). En cuanto a otras enfermedades autoinmunes como la tiroiditis, se ha 
observado que la suplementación de Se produce un efecto beneficioso tanto en casos 
de hipo- como de  hipertiroidismo (Negro 2008; Horowitz et al. 1994). 
Las selenoproteínas también intervienen en la maduración del esperma y 
actúan como componente estructural, por ello una actividad correcta de los 
espermatozoides está relacionada con unos niveles adecuados de selenio (Rezvanfar et 
al. 2013). 
En lo que respecta al papel del Se en la prevención de enfermedades 
coronarias, los datos de los que se disponen son contradictorios. Nuevamente el 
efecto del selenio está relacionado con el papel de las selenoproteínas en la 
prevención de la oxidación lipídica, inhibición de la agregación plaquetaria y reducción 
de la inflamación. La suplementación con selenio no conlleva necesariamente una 
mejora en la incidencia de enfermedades coronarias. Esto podría explicarse con una 
relación en forma de U entre el estatus del Se y las enfermedades cardiovasculares, es 
decir, a partir de una concentración de selenio donde la actividad de las 
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En el sistema nervioso, el Se juega un papel importante en la actividad cerebral, 
por ello ante estados carenciales recibe un aporte prioritario a expensas de otros 
órganos. En algunos estudios, su administración en concentraciones superiores a 200 
µg Se·día-1, supuso una mejora del estado de ánimo de los participantes, disminuyendo 
la ansiedad y confusión e incrementando la lucidez, serenidad y confianza. Además, la 
suplementación con Se ha demostrado ser beneficiosa en enfermedades como la 
epilepsia, senilidad, depresión y problemas cognitivos (Finley & Penland 1998). 
En la figura 1 se muestran algunos de los compuestos de selenio con 
propiedades antioxidantes. 
 
Figura 1. Compuestos de selenio con propiedades antioxidantes 
El papel del selenio frente  a la prevención de ciertos tipos de cáncer es quizá el 
aspecto que más interés ha suscitado en la comunidad científica debido a la necesidad 
de tratamientos para su prevención o tratamiento. Sin embargo, es también uno de los 
aspectos que más polémica han originado por los resultados contradictorios obtenidos 
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en diferentes estudios (Roman et al. 2014). En estudios realizados con animales de 
experimentación se ha puesto de manifiesto que la deficiencia de este elemento 
conduce a propensión carcinogénica en una gran variedad de tejidos. Dicha 
susceptibilidad puede ser prevenida con la suplementación de dietas con un contenido 
de Se supranutricional. El efecto quimiopreventivo de este elemento (suministrado en 
dosis elevadas) se ha mostrado efectivo en la disminución de la incidencia de cáncer de 
hígado, pulmón, colon, ovarios, próstata y páncreas (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique 
2008). 
Con el objetivo de verificar esta hipótesis se han llevado a cabo varios estudios 
en humanos. En este tipo de estudios es primordial una correcta evaluación de los 
niveles de Se basales de las poblaciones, ya que en algunos casos la suplementación 
con Se puede ocasionar efectos perjudiciales. Entre estos trabajos cabe destacar el  
realizado con individuos de una población  de China, donde el 15% de sus habitantes 
son propensos a padecer carcinoma hepatocelular. Las personas que fueron 
suplementadas con Se (levaduras selenizadas) no desarrollaron cáncer en los cuatro 
años posteriores, a diferencia de varios individuos pertenecientes al grupo control, a 
los que se le suministró tabletas placebo (Yu et al. 1999). Además, se conoce que las 
personas con níveles de Se en sangre inferiores a 0.2 mg·mL-1 poseen un mayor riesgo 
de padecer cáncer de mama, próstata y colon (Battin & Brumaghim 2009b; Aguilar et 
al. 2009). 
Aunque la actividad anticarcinogénica del Se ha sido relacionada con ciertos 
metabolitos de selenio, los mecanismos implicados no han sido completamente 
elucidados. La absorción y distribución de selenio en los tejidos, así como su capacidad 
en la prevención del cáncer, depende de la dosis y de la forma química en que es 
suministrado. Se ha demostrado que la especie metilselenol y otras especies 
monometiladas son efectivas en la prevención del cáncer (Tapiero et al. 2003). En 
muchos estudios se ha atribuido a la especie SeMeSeCys, fácilmente metabolizada a 
metilselenol, su efecto protector frente a distintos tipos de cáncer. Esta mayor 
efectividad se ha puesto de manifiesto en la prevención del cáncer de mama en ratas 
al comparar los resultados obtenidos con el suministro de otros compuestos de Se más 
estudiados, como la SeMet. Otros compuestos de Se, no utilizados en la síntesis de 
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selenoproteínas, también han mostrado efectos anticancerígenos. Entre ellos, se 
encuentran compuestos aromáticos como el trifenilselenonio (Whanger 2004), y varios 
alquil y aril selenocianuros (Hu et al. 2010). En un estudio reciente, desarrollado por 
Zhang y col. (Zhang 2001), se ha observado que la expresión de proteínas oncogénicas 
y supresoras del cáncer de próstata está directamente relacionada con la especie de 
selenio suplementada. Mientras que el Se(IV) y la SeMet modificaron la expresión de 
proteínas relacionadas con el desarrollo cancerígeno en ratones portadores, la especie 
SeMeSeCys se asoció con la reducción de los riesgos asociados a este tipo de cáncer.  
El efecto anticarcinogénico del selenio se  ha atribuido a diferentes 
mecanismos: (i) modulación del proceso de división celular (Lopez-Heras et al. 2014); 
(ii) alteración metabólica de algunas sustancias carcinogénicas; (iii) proliferación 
celular contra el daño oxidativo por un aumento de la actividad de la selenoproteína 
TRx (Wang et al. 2014); (iv) estimulación del sistema inmune (Negro 2008); (v) 
inhibición de la actividad de enzimas hepáticas, cuya actividad metabólica permite la 
producción de sustancias tóxicas que inducen cáncer (Ren et al. 2013); (vi) activación 
de enzimas destoxificantes en hígado. 
Las selenoproteínas que tienen una función antioxidante (GPx, TR, ID, etc.) 
podrían estar implicadas en la prevención del cáncer. Sin embargo, aún no está 
completamente establecido si la actividad anticarcinógenica del selenio es atribuible 
exclusivamente a la actividad de las selenoproteínas (Hatfield & Berry 2003). En un 
reciente estudio se ha demostrado que algunas selenoproteínas parecen tener una 
“doble cara” respecto a la prevención de cáncer. Donde las selenoproteínas TRx1 y 
Sep15 ejercen una función anticancerígena en células normales, en células malignas se 
ha visto el efecto contrario. En estudios in vivo también se ha demostrado que la 
deficiencia de algunas selenoproteínas puede inhibir el desarrollo de ciertos tipos de 
cáncer. Una teoría que podría justificar este efecto contradictorio entre el estatus de 
Se y el riesgo de padecer cáncer está relacionada con los niveles de Se en los 
individuos, sugiriendo una relación en forma de U, análogamente como sucede con el 
efecto antioxidante y protector frente a otro tipo de enfermedades. Uno de los 
estudios que avalan esta hipótesis se basan en la suplementación de Se y su relación 
con el cáncer de pulmón, donde la tasa de padecer esta enfermedad en una población 
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disminuía para un nivel de Se en suero inferior a 106 ng·mL-1, mientras que para dosis 
de Se suplementado superiores a 121.6 ng·mL-1 dicha tasa sufría un incremento 
(Roman et al. 2014).  
I.2.1. Efecto de la deficiencia de selenio.   
El principal aporte de Se en humanos es a través de la dieta. El contenido de 
selenio en vegetales y, por tanto, en animales está relacionado con la concentración y 
biodisponibilidad del mismo en el suelo (Tapiero et al. 2003). En regiones donde la 
concentración de selenio en el suelo es baja (Corea del norte, Europa del este, Nueza 
Zelanda, Nepal, Tíbet, África central y República del Congo) se han observado 
enfermedades que han sido asociadas a estados carenciales de este elemento y que, 
en algunos casos, han llegado a ser endémicas (Rayman 2012; Zhang & Spallholz 2009). 
Los estudios más completos en relación con las enfermedades asociadas a 
estados carenciales de selenio, se han llevado a cabo en China en 1980 donde se 
realizó un estudio de los niveles de Se en los cultivos (Chen et al. 1980). Los niveles 
deficitarios de selenio en suelos y cultivos fueron asociados con la incidencia de dos 
enfermedades,  la “enfermedad de Keshan” y la “enfermedad de Kachin-Beck”.  
La enfermedad de Keshan se identificó por primera vez en 1935, entre los 
habitantes de una región rural de China a la que debe su nombre, y originada por la 
escasa ingestión de selenio en la dieta. Esta región se caracteriza por el 
extremadamente bajo contenido de selenio y yodo en el suelo. Es una cardiopatía 
endémica que aparece en mujeres en edad fértil y niños, donde la cantidad de selenio 
ingerida es del orden de 10 μg·día-1. La baja concentración de selenio en la sangre y el 
pelo se correlacionaron con la incidencia de la enfermedad. Esta enfermedad 
endémica llegó a alcanzar en los años 40 un índice de mortalidad del 80%. La 
suplementación de selenio resultó ser efectiva disminuyendo drásticamente la tasa de 
mortalidad hasta el 30% (Negro 2008) y, confirmando así la relación de este elemento 
con la aparición de la enfermedad (Chen 2012).  
La enfermedad de Kashin-Beck se ha identificado en zonas de China, Liberia y 
Tíbet. Se trata de una osteoartropatía degenerativa que provoca atrofia, degeneración 
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y necrosis de los cartílagos, y afecta fundamentalmente a las extremidades. Esta 
enfermedad se inicia en la infancia y pubertad y, continúa hasta que cesa el 
crecimiento del individuo (Rayman 2000). La concentración de selenio en orina y 
plasma sanguíneo de pacientes con esta enfermedad es de 11 μg Se·L-1, frente a 60-
100 μg Se·L-1 encontrados en los mismos fluidos biológicos en individuos de zonas 
colindantes donde no hay deficiencia de este elemento. La causa de esta enfermedad 
no está completamente esclarecida, pero se ha observado una mayor incidencia en 
regiones deficientes en yodo y selenio simultáneamente, por lo que se relaciona con 
deficiencias de estos elementos (Xia et al. 2007; Zhang et al. 2009). La influencia de 
otros factores como la presencia de micotoxinas y productos de descomposición del 
suelo, se sugiere  que pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad.  
Del mismo modo, la deficiencia de selenio podría favorecer el desarrollo de 
enfermedades causadas por otros factores, como por ejemplo el bocio y el 
creatinismo, las cuales son consideradas enfermedades derivadas principalmente de la 
deficiencia de yodo y, que en estudios llevados a cabo en la región de África central, se 
ha encontrado una mayor prevalencia de estas enfermedades en zonas con bajo 
contenido de Se en suelo respecto a zonas con elevada concentración del mismo 
(Aguilar et al. 2009; Gao et al. 2014). 
El importante papel del selenio en  multitud de funciones biológicas hace que 
sea crucial una ingesta adecuada de este elemento para un buen funcionamiento del 
organismo. La deficiencia de Se puede disminuir la expresión de las selenoproteínas, 
afectando a los procesos biológicos en los que están involucradas, y dando lugar a la 
aparición de enfermedades (Hatfield & Berry 2003). En estados carenciales 
moderados, el Se se incorpora preferentemente a las selenoproteínas con mayor 
importancia biológica, manteniendo un nivel de Se lo más óptimo posible en 
determinados órganos, como el cerebro, sistema endocrino y reproductor, generando 
una disminución del contenido de Se en órganos como el corazón y músculo 
esquelético (Pedrero & Madrid 2009). En esta línea, la ingesta de suplementos 
nutricionales y alimentos enriquecidos en Se posibilita que se pueda revertir esta 
situación, y la recuperación parcial o total de las enfermedades producidas por la 
deficiencia de Se (Tapiero et al. 2003; Rayman 2012). 
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La sintomatología de enfermedades asociadas a estados carenciales de Se no es 
exclusiva de humanos, también han sido detectados casos en animales en áreas con 
baja biodisponibilidad de este elemento, originando la enfermedad conocida como “la 
enfermedad del músculo blanco” (Seppälä et al. 2014). Aunque los casos de deficiencia 
severa de selenio son escasos en la actualidad, la deficiencia de selenio en ganado 
bovino provoca síntomas como: debilidad muscular del recién nacido, baja ganancia de 
peso, diarrea o disminución de la fertilidad. Además, el bajo contenido de este 
elemento en la leche de vaca (por debajo de 0,15 mg Se·kg-1 en peso seco) producida 
en las granjas orgánicas, en comparación con la leche no orgánica (promedio 0,23 mg 
Se·kg-1 en peso seco) refleja el bajo nivel de selenio en piensos,  en ausencia de 
suplementos nutricionales que aminoren esta carencia (J.R. Liu, M.J. Chen 2005). La 
suplementación conjunta de Se y vitamina E favorece la migración de células 
polimorfonucleares, las cuales actúan en la defensa contra la mastitis en el ganado 
(Hatfield & Berry 2003).  Teniendo en cuenta los altos costos de cada caso de mastitis 
clínica (270-670 € en el caso de vacas productoras) (Stiles & Holzapfel 1997; Farrell et 
al. 2004), los beneficios  de un  suministro suficiente de selenio son evidentes. La 
suplementación de selenio en las granjas es en la actualidad una práctica común. 
1.2.2. Efecto de los elevados niveles de selenio: Selenosis 
En sus orígenes el selenio fue considerado un elemento tóxico, ya que los 
primeros efectos observados de este elemento fueron perjudiciales para la salud. La 
toxicidad por selenio fue descrita por primera vez en caballos por Marco Polo durante 
el viaje de la "Ruta de la Seda" hacia China (Zhang & Spallholz 2009). Una descripción 
similar de los síntomas de toxicidad dados por Marco Polo, fueron también observados 
en caballos en el oeste de los Estados Unidos en zonas seleníferas de Dakota y 
Nebraska a finales de 1800. Dichos síntomas incluían la caída del pelo de la cola y 
afecciones necróticas en las pezuñas. Sin embargo, no fue hasta 1930 cuando se asoció 
la causa de dicha enfermedad a la ingesta de plantas seleníferas presentes en el suelo 
de la región (Hatfield & Berry 2003).  A estas enfermedades se las conoce como 
“enfermedad alcalina” o “vértigo ciego”. Poblaciones de países como Venezuela, 
Canadá, Japón, Estados Unidos y algunas regiones de China presentan altas cantidades 
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de Se en plasma, directamente relacionados con el contenido de este elemento en el 
suelo (Rayman 2012). 
También se han observado casos de toxicidad por selenio en pescados y aves 
acuáticas, principalmente en lagos de Carolina del Norte, Colorado y Texas, en la 
década de 1980. Los síntomas de toxicidad incluían una notable disminución de la 
reproducción, trastornos patológicos e incluso la extinción de algunas especies 
(Pedrero & Madrid 2009). 
Afortunadamente, los casos de toxicidad por selenio en humanos son 
realmente escasos y los problemas asociados a la toxicidad del selenio son en general, 
mucho menores que los relacionados con su deficiencia (Whanger 2004). Los síntomas 
de selenosis son: anorexia, dolor abdominal, diarrea, fatiga, irritabilidad, depresión, 
caries dental y edema pulmonar; estos efectos pueden ser reversibles al interrumpir la 
exposición al selenio. La exposición ocupacional es la principal vía de intoxicación con 
selenio. La mayor población de riesgo la constituyen los trabajadores de las industrias 
de selenio y fundiciones de cobre, donde se han detectado casos de envenenamiento 
por inhalación de especies volátiles como SeO2, SeOCl2 y SeH2. Sorprendentemente, 
los primeros casos de selenosis crónica detectados en humanos se detectaron en la 
región de Hubei, zona adyacente al área deficitaria  de Se de Sichuan en China, donde 
los suelos contenían cerca de 8 mgSe·Kg-1 (Chen et al. 1980). 
Existe cierta controversia sobre la concentración de Se que debería fijarse como 
adecuada pero no tóxica (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique 2008). Esto es debido a 
que la toxicidad de este elemento depende de la forma química, forma de 
administración, tiempo de exposición, estado fisiológico, organismo, interacción con 
otros metales, etc.  En general, se habla de una mayor toxicidad aguda de las especies 
inorgánicas de selenio frente a las orgánicas, aunque en humanos no se hayan 
encontrado evidencias de ello,  siendo el selenito ligeramente más tóxico que el 
seleniato. De forma general, el proceso de metilación es una forma de destoxificación 
justificado por el hecho de que de todas las formas químicas del Se, es el compuesto 
dimetilseleniuro el que presenta menor toxicidad (al menos 200 veces) que otras 
especies inorgánicas y seleno aminoácidos (Francesconi & Pannier 2004). La rápida 
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excreción de este compuesto en ratas, en torno al 71-79%, es indicativo de ser un 
posible producto metabólico de destoxificación inerte. En la figura 2 se muestra de 
manera general los mecanismos y compuestos implicados en el proceso de 
toxicidad/destoxificación del selenio. 
 
Figura 2. Esquema general de mecanismos de toxificación y destoxificación de selenio exógeno 
 
I.3. El Selenio en los Alimentos 
I.3.1. Fuentes de selenio en la dieta  
En la actualidad no hay dudas sobre los efectos beneficiosos del selenio para la 
salud, sin embargo, como se ha comentado anteriormente éstos dependen, entre 
otros factores, de la concentración y forma del elemento. El intervalo de 
concentraciones de selenio para que sea considerado deficiente, esencial o tóxico es 
muy estrecho. Se estima que la ingestión de alimentos con concentraciones inferiores 
a 0.1 mgSe·kg-1 puede dar lugar a estados carenciales y por encima de 1 mgSe·kg-1 
causar toxicidad. 
La principal forma de incorporación de selenio en los seres humanos es a través 
de la dieta. La cantidad diaria recomendada de selenio (Recomended Dietary 
Allowance, RDA) no posee un valor fijo y difiere en función del país, edad y sexo 
(Rayman 2012). La estimación de estos valores por el Departamento de Agricultura de 
los Estados Unidos no ha sido estable y ha variado con los años, dependiendo del 
conocimiento sobre los efectos beneficiosos de este elemento. En el año 1980, se 
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estimaba que los valores de selenio seguros y adecuados en la ingesta diaria (ESADDI 
Estimated Safe and Adequate Daily Dietary Intakes) para adultos, oscilaban entre 50 y 
200 μg Se. Estos valores fueron calculados extrapolando resultados obtenidos en 
experimentos con animales, dado que en ese momento no existían datos disponibles 
de estudios en humanos. En la actualidad el valor recomendado es 55 μg·día-1 para 
adultos de ambos sexos (National Research Council 2000), y fue determinado teniendo 
en cuenta la actividad de la enzima glutatión peroxidasa en experimentos realizados en 
poblaciones de China y Nueva Zelanda; mientras que la Agencia Española de Seguridad 
Alimentaria y Nutrición (Aesan 2011) distingue entre sexos y recomienda entre 55 y 70 
µg·día-1 para hombres y mujeres, respectivamente. 
En general, el valor seguro y necesario de selenio se estima teniendo en cuenta 
los requerimientos de selenio necesarios para una completa expresión de las 
selenoproteínas que sirven como biomarcadores del estatus de selenio: GPx3 y SelP 
(Ballihaut et al. 2011). Así, mientras que la GPx3 necesita sólo 35 μg·día-1 para alcanzar 
su actividad óptima, la SelP requiere de 49 μg·día-1. 
Como se ha mencionado anteriormente, la principal ruta para la entrada de Se 
en el organismo es a través de la dieta, siendo la contribución del agua y aire 
despreciable. La cantidad total de Se es prácticamente dependiente del tipo de comida 
y composición; siendo los alimentos que más contribuyen a la ingesta de selenio el 
pan, cereales, carne, pescado, huevos y productos lácteos. Una estimación de los 
niveles de Se en los diferentes alimentos se muestra en la Tabla 3. 
Tabla 3. Concentración de selenio en alimentos con elevado contenido en este elemento 
Alimento µg Se por ración de alimento 
Nueces de Brasil (ración = 28 g) 544 
Pescado (ración = 85 g) 40 – 92 
Carne (ración = 85 g) 18 – 28 
Cereales (ración = 100 g) 13 – 50 
Productos lácteos (ración = 125 g) 8 – 20 
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El nivel de Se en cereales está directamente relacionado con su nivel en el suelo 
de cultivo, quedando su biodisponibilidad condicionada por las condiciones físico-
químicas del mismo como: pH, potencial redox, salinidad y presencia de materia 
orgánica (Intawongse & Dean 2006). Los cereales son una importante fuente de 
ingesta de Se a nivel mundial; sin embargo, la presencia de este elemento es 
generalmente bajo debido a que este tipo de plantas no requieren la presencia de Se 
para su crecimiento, y no presentan acumulación de este elemento bajo condiciones 
fisiológicas normales (Cubadda et al. 2010; Hart et al. 2011). Otros vegetales 
pertenecientes a la familia Allium, entre los que se incluyen los ajos y cebollas, pueden 
acumular importantes cantidades de Se, pudiendo alcanzar concentraciones 
superiores a 67 y 96 µg·g-1, respectivamente (Roman et al. 2014). El selenio también 
puede acumularse en elevadas concentraciones en otros tipos de vegetales como setas 
y brócoli. Sin embargo, el alimento con mayor concentración de selenio son las nueces 
de Brasil, las cuales tienen una concentración media superior a 83 µg·g-1 (Dumont et al. 
2006). 
En productos animales, el nivel de Se refleja los niveles de Se presentes en el 
pienso animal. En carnes, huevos y particularmente pescado (Pedrero & Madrid 2009), 
los cuales son ricos en proteínas, el contenido de Se es relativamente alto 49–739 
µg·Kg-1. Además, determinados órganos (Bierla, Szpunar, et al. 2008) como riñón e 
hígado, pueden presentar niveles especialmente altos de este elemento, incluso por 
encima de 1500 µg·Kg-1. En general, la concentración total de Se presente en los 
alimentos está directamente relacionado con las condiciones del suelo, por ello la 
ingesta de este elemento en la dieta varía ampliamente con la localización geográfica.  
Un aspecto fundamental a destacar, es que los distintos tipos de alimentos 
proporcionan Se en distintas formas químicas, que a su vez implican una 
biodisponibilidad diferente del elemento. Los compuestos de selenio mayoritarios  en 
vegetales son SeMet y SeO42- / SeO32- y, como especies minoritarias la SeCys, 
SeMeSeCys y  ϒ-glutamil-selenometilselenocisteína (Palomo-Siguero et al. 2014; 
Montes-Bayón et al. 2002).   La SeMet y SeCys son las principales especies de selenio  
en productos de origen animal, con proporciones muy variables dependiendo de la 
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dieta de los animales (Bierla, Dernovics, et al. 2008). En general, la distribución de las 
especies de Se en los alimentos varía considerablemente dependiendo de las especies 
de plantas / animales y las condiciones de crecimiento (sin o con suplementación de 
selenio). Cada compuesto de selenio se caracteriza por tener rutas de absorción y/o 
asimilación específicas, así como eficiencias, y por lo tanto el análisis de especiación de 
Se en los alimentos es un requisito clave para describir con precisión la relación entre 
la ingesta y el estado de salud, sobre todo, cuando se trata de la administración de 
suplementos. 
 
I.3.2.  Aumento del estatus de selenio:  
Desarrollo de alimentos funcionales y biofortificación de cultivos  
La necesidad de alcanzar los valores necesarios de selenio en la dieta, ha 
impulsado el campo de investigación relacionado con el  desarrollo de alimentos 
funcionales enriquecidos con este elemento y con procesos de biofortificación de 
cultivos. 
Un alimento funcional puede ser definido como aquel, que además de 
satisfacer las necesidades básicas de nutrientes y manteniendo sus características 
organolépticas, proporciona beneficios para la salud o disminuye el riesgo de contraer 
determinadas enfermedades, aunque no existe actualmente un consenso para la 
definición de este término. El diseño de alimentos funcionales implica la incorporación 
de ingredientes, eliminación de constituyentes no deseados o el incremento de la 
concentración de un determinado componente (micronutrientes) (Rayman 2005). 
Siendo el objetivo de estos alimentos prevenir y no curar, ya que no son fármacos. El 
desarrollo de los mismos es una de las áreas de mayor crecimiento científico dentro 
del campo de la tecnología alimentaria y biotecnología como queda de manifiesto, ya 
que desde el año 1970 hasta el 2007 se han publicado del orden de 2400 artículos 
relacionados con esta temática, el 80% de ellos con posterioridad al año 2000. 
Asimismo, y según datos del informe de la Organización Nacional de Consumidores, en 
la actualidad los alimentos funcionales constituyen en España del 15 al 20% del 
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mercado nacional de alimentos, siendo los lácteos funcionales los de mayor expansión. 
La entrada en vigor del Reglamento (CE)1924/2006 del Parlamento Europeo relativo a 
las declaraciones nutricionales y propiedades saludables de los alimentos (Parlamento 
Europeo 2006) regula la comercialización de los alimentos funcionales, prohibiendo 
hacer alegaciones terapéuticas y curativas, y establece que las declaraciones que 
aparecen en los productos deben ser comprendidas por el consumidor, penalizando 
mensajes engañosos. 
Como se ha indicado anteriormente, uno de los alimentos funcionales de mayor 
consumo son los lácteos funcionales. Muchos de ellos se producen a través de un 
proceso de fermentación láctica que implica la presencia de  bacterias lácticas.  
Las bacterias ácido lácticas (LAB) son un grupo de bacterias gram-positivas no 
patógenas que se emplean en la producción de muchos productos alimentarios 
fermentados y bebidas, entre los que se incluyen los productos lácteos. Son las 
encargadas de transformar  la glucosa en ácido láctico. 
Las bacterias  Lactobacillus Bulgaricus y Streptococcus Thermophilus, 
responsables de la fermentación de la leche, ya eran conocidas, hacia el 6000 o 7000 
A. C, por los tracios que vivían en la actual Bulgaria. Fueron ellos quienes las utilizaron 
para inducir la fermentación de la leche de  oveja  y de esa forma obtener 
yogurt, queso, etc. dichos productos son los primeros alimentos probióticos en el 
mundo.  Dada la importancia de esta industria, en concreto de la manufactura de 
yogurt, el genoma de Lactobacillus Bulgaricus ha sido incluso estudiado (Hao et al. 
2011) con el objetivo de evaluar diferentes parámetros y establecer las modificaciones 
más oportunas para conseguir un producto con mejor calidad. 
Por otra parte, muchos estudios científicos indican que LAB juegan un papel 
importante en la protección de la salud humana y animal debido a su efecto 
antimicrobiano, inmunomodulador, actividad anticancerígena, antidiarreicos, 
antialergénicos y antioxidantes (Mrvčić et al. 2012). En los últimos años se ha evaluado 
la capacidad de LAB para unirse a metales, con el fin de utilizar estas bacterias como 
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vehículo para incorporar elementos esenciales a la dieta (Mrvčić et al. 2012; Zhang et 
al. 2009). 
 
Figura 3. Aplicación de LAB en procesos de unión a metales en la industria alimentaria y 
farmacéutica. 
Los elementos traza se unen a LAB, así como a otros microorganismos, en un 
proceso complejo que depende de varios factores: de las características físico-químicas 
del elemento,  de las propiedades fisiológicas de las cepas de LAB y de las 
características físico-químicas del medio (pH, temperatura, nutrientes, concentración). 
Existen dos mecanismos básicos para la unión del elemento traza a bacterias: i) 
bioadsorción- proceso pasivo no mediado metabólicamente y que implica  la unión del 
elemento a la pared celular de LAB y, ii) bioacumulación – conlleva asociado un 
proceso metabólico en el que los elementos pasan a través de la pared bacteria y se 
acumulan dentro de la misma. El mecanismo de unión de metales y no metales a  LAB 
no difiere de los mecanismos presentes en otros tipos de bacterias (Vijayaraghavan & 
Yun 2008), pero viene influenciado por el género y especie bacteriana implicada. En la 
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Figura 4. Mecanismos de la unión a metales por microorganismos 
El selenio es acumulado por varias especies de Lactobacillus: Bulgaricus (Iang 
2007), Casei Rhamnosus (Araúz, Afton, Wrobel, J. a Caruso, et al. 2008) y Brevis (Yazdi 
et al. 2013). En líneas generales, el selenio se suministra en el medio de cultivo en 
forma inorgánica (Na2SeO3) y, una vez incorporado a la bacteria puede 
biotransformarse a especies orgánicas de selenio  o a selenio metálico (Alzate et al. 
2007; Alzate et al. 2008).  
De manera general, las bacterias ácido lácticas y, más en concreto, la especie 
Lactobacillus fijan el Se intracelularmente como SeCys. En otros casos, LAB puede 
acumular selenio en forma elemental por la activación del mecanismo de 
desintoxicación que incluye la reducción de selenio tetravalente al selenio elemental, 
pudiéndose observar un color rojo en la biomasa (Alzate et al. 2008). 
Otro procedimiento para incrementar el nivel de selenio en los alimentos es 
mediante la biofortificación agronómica de cultivos. El uso de fertilizantes 
enriquecidos en selenito de sodio es una de las técnicas más comúnmente utilizadas 
para la obtención de vegetales con alta concentración de Se (Roman et al. 2014). Esta 
estrategia se ha utilizado en Finlandia desde 1984. En este país, la concentración en el 
suelo no es especialmente baja pero dadas las características del suelo, la 
biodisponibilidad de este elemento es muy reducida, siendo la causa de que los niveles 
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de selenio ingerido sean inferiores a 50 μg Se·día-1. La estrategia propuesta por el 
Ministerio de Agricultura de Finlandia fue enriquecer con selenio (en forma de 
Na2SeO4) los fertilizantes. Éstos comenzaron a ser utilizados en 1985 y produjeron un 
notable incremento del contenido de este elemento esencial en los alimentos, lo que 
repercutió en los niveles de selenio en los habitantes (Seppälä et al. 2014). El uso de 
fertilizantes suplementados con Se es un proceso muy eficaz que favorece la 
acumulación de Se en las plantas, mejorando incluso el desarrollo de la misma; sin 
embargo, el crecimiento de la planta puede verse reducido por mecanismos de 
retroalimentación cuando la concentración de Se es demasiado elevada.  
Las plantas con elevada capacidad de acumular Se, como el brócoli (Roberge et 
al. 2003), ajo (Mounicou et al. 2009),  cebolla (Amoako et al. 2009), té verde (Hu et al. 
2008) y champiñones (Liu et al. 2011), son particularmente útiles para la aplicación de 
ésta estrategia de fertilización.  Por otra parte, la adición de selenito a piensos para 
alimentación animal suele repercutir en un incremento de los niveles de Se en leche, 
carne, huevos y, en general en toda la cadena alimentaria.  De esta forma, la ingesta de 
Se en países como Japón, Australia, Finlandia, y los EE.UU, así como las áreas de 
Keshan en China se ha visto incrementada significativamente en las últimas décadas 
por la aplicación de Se en fertilizantes. El empleo de fertilizantes enriquecidos en Se es 
una práctica eficaz, pero presenta limitaciones debido a la baja biodisponibilidad del 
selenio en el suelo. Con el fin de paliar estos problemas, una alternativa es la 














II. NANOPARTÍCULAS DE SELENIO: 
“Nueva Especie” de Selenio 
 
Según la Unión Europea (EU, 
2011) se define  nanomaterial como 
aquel donde la composición  del 50% 
de sus partículas tiene un diámetro 
comprendido entre 1-100 nm.  El 
descubrimiento de las propiedades 
singulares de las nanopartículas, respecto a partículas de mayor tamaño con la misma 
composición, está revolucionando el mundo de la ciencia y la tecnología, abriendo 
camino a aplicaciones hasta ahora impensables. 
Debido a su pequeño tamaño, las nanopartículas presentan diferentes 
propiedades físico-químicas respecto a los correspondientes materiales “bulk” (de 
mayor volumen y masa). La mayor reactividad de las NPs está principalmente 
influenciada por su elevada relación área superficial/volumen, y por la presencia de 
numerosos defectos superficiales y sitios catalíticamente activos, características que 
hacen que la reactividad de las NPs sea aproximadamente 1000 veces superior 
respecto a las micropartículas o materiales “bulk”. Además, esta reactividad puede 
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modificarse mediante el recubrimiento o la funcionalización de su superficie. Estas 
modificaciones pueden alteran sus propiedades ópticas (razón por la cual se observan 
cambios en el color de las nanopartículas), su comportamiento térmico, resistencia 
material, solubilidad, conductividad y actividad (foto)catalítica. 
Como se ha comentado en el apartado anterior, el selenio es un elemento 
esencial para los seres vivos, estando su esencialidad relacionada con selenoproteínas 
y selenoamino ácidos. Hasta la fecha, la mayoría de los estudios relacionados con el 
selenio se centraban en dichos compuestos, sin embargo en los últimos años, y con el 
desarrollo de la nanotecnología, las nanopartículas de selenio elemental (Se0) han 
generado un notable interés debido a sus excelentes propiedades biológicas y baja 
toxicidad ( Peng et al. 2007, Li et al. 2010). Por otra parte, las SeNPs poseen un alto 
efecto “scavenging” frente a radicales  oxidantes, como ha quedado demostrado en 
distintos estudios in vitro (Gao et al. 2014). Las interesantes propiedades de las 
nanopartículas de selenio (SeNPs) ha hecho que durante estos últimos diez años hayan 
aparecido multitud de trabajos relacionados tanto con su síntesis (Z. Chen et al. 2008; 
Chen et al. 2009; Bai et al. 2008) como con sus aplicaciones, fundamentalmente en el 
campo bio-médico.  
 
II.1. Reactividad de las Nanopartículas de Selenio:  
Métodos de síntesis y estabilización de dispersiones 
Actualmente existen tres tipos de metodologías diferentes que pueden 
emplearse para la síntesis de nanopartículas de selenio y que incluyen métodos físicos, 
químicos y biológicos. Siendo, estos dos últimos los procedimientos más empleados y 
en los que nos centraremos en la presente memoria. 
Síntesis de SeNPs mediante procesos químicos 
Los procedimientos químicos  de síntesis de SeNPs se basan fundamentalmente 
en procesos de oxidación-reducción, entre un compuesto de selenio y un agente 
reductor. Son conocidos como métodos “verdes”, ya que se realizan en condiciones 
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experimentales que implican reacciones a temperatura ambiente, empleo de medios 
acuosos y pH neutro. En este método, por lo general, se parte de una sal inorgánica, 
como es el Na2SeO3, y la reducción a  Se0 se hace mediante la adición de un agente 
reductor, como el ácido ascórbico (Xia 2007a; Bai et al. 2008). Otros agentes 
reductores empleados para la síntesis de SeNPs incluyen: borohidruro sódico, citrato 
sódico (Pettibone et al. 2013), tiosulfato sódico (Chris Wang & Lin 2005), tripolifosfato 
sódico (TPP) (Luo et al. 2011) y L-cisteína (Li et al. 2010). 
La estabilidad de las NPs constituye un factor muy importante cuando se trata 
de establecer las propiedades de las mismas. La síntesis de SeNPs requiere el empleo 
de modificadores que permitan la obtención de dispersiones de SeNPs  estables y de 
un tamaño definido y controlado. La estabilización de las dispersiones, en la mayoría 
de los casos, se basa en el recubrimiento de la superficie de las NPs  que  impide la 
agregación de las mismas. Los compuestos más empleados para modificar la superficie 
de las SeNPs, evitando así su agregación, son: proteínas como albúmina de suero 
bovino (BSA) (Dash et al. 2011), monosacáridos (glucosa) (Garti et al. 2005), 
oligosacáridos (sucrosa),  polisacáridos (chitosan) (Bai et al. 2008) y tensioactivos no 
iónicos (Tritón X-100) (Soleimani et al. 2013).  
Los sacáridos son capaces de modular la formación de SeNPs en términos de 
diámetro, tamaño y morfología. Se ha demostrado que esta modificación está 
estrechamente relacionada con el tamaño y la estructura molecular del sacárido 
empleado. En este sentido, la estabilización ejercida por los polisacáridos es mayor que 
la de los oligosacáridos, y ésta a su vez mayor que la de los monosacáridos. Otro 
motivo por el cual se puede concluir que los polisacáridos son más eficaces en la 
estabilización de las NPs, reside en la fortaleza de los enlaces por puentes de 
hidrógeno. Los polisacáridos como el chitosan tienen una conformación espacial con 
un gran número de grupos hidroxilos orientados para formar una estructura de red, e 
impedir de esta forma, la agregación de las SeNPs. Ambos polisacáridos son capaces de 
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Los tensioactivos no iónicos se han empleado para la estabilización de las SeNPs 
y  presentan grandes ventajas en comparación con los polisacáridos (Soleimani et al. 
2013): mayor hidrofobicidad, emulsiones más estables y menor sensibilidad al pH del 
medio de síntesis. Sin embargo, estos modificadores son más sensibles a la 
temperatura (Acosta 2008), por lo que el proceso de síntesis debe realizarse a 
temperatura controlada. Los tensioactivos no iónicos se adsorben con sus grupos 
hidrofílicos ó hidrofóbicos orientados hacia la superficie de las NPs. Por lo cual, el 
proceso de adsorción dependerá del cáracter polar o apolar de la NPs: si existen 
grupos polares en la superficie de la NP capaces de unirse  por puentes de hidrógeno a 
grupos hidrofílicos del tensioactivo, éste orientará dichos grupos hacia el “core” de la 
NP (Acosta & Bhakta 2009). 
Síntesis  de SeNPs mediante procesos biológicos 
Los procesos de síntesis biológica de NPs se basan en la capacidad que poseen 
ciertos microorganismos de reducir iones metálicos a su estado metálico (algunas 
veces en forma de nanopartículas metálicas), y como consecuencia de un mecanismo 
de destoxificación. Esta capacidad de los microorganismos ha sido explotada para 
diversas aplicaciones en el campo de la biorremediación, biomineralización, 
biolixiviación y biocorrosión. En la actualidad, la  síntesis microbiana de las 
nanopartículas se ha convertido en un prometedor campo de investigación.  Los 
sistemas microbianos presentan mecanismos de destoxificación frente a los metales 
por biomineralización extracelular, bioadsorción, complejación / precipitación o 
bioacumulación intracelular. Entre los microorganismos empleados en la síntesis 
biológica de SeNPs se encuentran bacterias como Stenotrophomonas maltophilia (Di 
Gregorio et al. 2005), Lactobacillus Brevis (Yazdi et al. 2013), Pantoea agglomerans 
(Torres et al. 2012)  y, levaduras como Saccharomyces Cerevisae (Zhang et al. 2012). 
Aunque los métodos biológicos se consideran seguros, rentables, sostenibles y  
respetuosos con el medio ambiente, también presentan algunos  inconvenientes como 
los largos períodos de síntesis necesarios y el difícil control sobre la distribución del 
tamaño, forma y cristalinidad de las NPs sintetizadas (Narayanan & Sakthivel 2010). 
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II.2. Efectos Biológicos de las Nanopartículas de Selenio 
II.2.1. Capacidad antioxidante y citotoxicidad 
Como se ha comentado anteriormente, las funciones biológicas del Se 
dependen directamente de la forma química en la que se encuentre este elemento. 
Los compuestos de Se orgánicos e inorgánicos pueden presentan diferentes 
propiedades antioxidantes y pro-oxidantes, respectivamente. Si bien existen muchos 
estudios acerca del carácter quimiopreventivo de especies como la SeMet y 
SeMetSeCys; sin embargo, no ha sido hasta hace unos años cuando se ha comenzado a 
investigar el potencial biológico de las SeNPs. En estudios realizados tanto in vitro 
como in vivo con SeNPs y distintos compuestos químicos de selenio (orgánicos como 
inorgánicos) se ha puesto de manifiesto la mayor capacidad antioxidante y menor 
toxicidad de las SeNPs con respecto al resto de formas químicas de selenio. 
La toxicidad o actividad pro-oxidante del selenito sódico se asocia con la 
interacción de selenito con la proteína glutatión para formar compuestos mixtos de 
selenio y azufre reactivos, que conducen a la producción de radicales tóxicos como 
superóxido y peróxido de hidrógeno (Zhang & Spallholz 2009; Zhang et al. 2001). Esta 
capacidad catalítica para la oxidación es de un orden de magnitud mayor en el selenito 
que en las SeNPs, demostrándose así la mayor toxicidad del primero. Las SeNPs 
presentan dosis letales en concentraciones siete veces superiores que el selenito 
(Zhang & Spallholz 2009). En lo que respecta a especies de selenio orgánicas, estudios 
in vivo llevados a cabo mediante la suplementación de selenio en forma de SeMet, 
SeMetSeCys y SeNPs a animales de experimentación, proporcionaron valores de LD50 
de 25.6, 14.6 y 92.1 mgSe·Kg-1, respectivamente. Además de una menor toxicidad, la 
suplementación con SeNPs eleva los niveles de determinadas enzimas como la alanina 
aminotransferasa y lactato deshidrogenasa y, selenoenzimas como glutatión S-
transferasa (H. Wang et al. 2007; Zhang & Spallholz 2009). A pesar de los daños 
hepáticos ocasionados por las distintas formas de Se tras una administración de 5 
mgSe·Kg-1, dichos cambios parecen ser reversibles y moderados en el caso de la 
ingesta de SeNPs. Todos esos resultados ponen de manifiesto la eficacia comparable e 
incluso superior de las SeNPs frente a otras formas de Se para la sobreexpresión de 
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selenoenzimas y niveles de selenio en tejidos, manteniendo una menor toxicidad 
(Zhang & Spallholz 2009).  
A pesar de que la actividad anticancerígena de las NPs ha sido propuesta en varios 
estudios (Forootanfar et al. 2014; Vekariya et al. 2012), el mecanismo a través del cual 
ejercen esta función todavía no está suficientemente claro. Algunos autores justifican 
esta capacidad como resultado de la inhibición de la proliferación celular, modulación 
del estado redox, estimulación del sistema inmune, e inhibición de la angiogénesis 
(proceso fundamental en el crecimiento tumoral). Sin embargo, de entre todos los 
mecanismos propuestos, la apoptosis celular (Huang et al. 2013) y la activación de las 
caspasas (enzimas críticas para la inducción de apoptosis) han sido los que han 
recibido más atención por parte de los investigadores (Lopez-Heras et al. 2014; Estevez 
et al. 2014). Por todo ello, uno de los campos de mayor actividad investigadora dentro 
de la nanotecnología son las aplicaciones biomédicas. Generalmente, las interacciones 
específicas entre ligando-receptor son una de las estrategias más utilizadas a la hora 
de diseñar sistemas de liberación de fármacos. En esta línea, se ha demostrado que las 
NPs pueden dirigirse específicamente y acumularse en células tumorales y 
cancerígenas tras conseguir su unión con la moléculas diana (Gao et al. 2014).  
Como se ha comentado anteriormente, algunas formas químicas de selenio se 
consideran agentes quimiopreventivos para el tratamiento del cáncer, además hay 
estudios que confirman la mejora en la eficacia y selectividad terapéutica de 
determinados fármacos anticancerígenos debido a la presencia de selenio. Se ha 
demostrado  que el selenio protege a tejidos sanos de los daños en el ADN causados 
por la toxicidad con agentes quimioterapeúticos (Rezvanfar et al. 2013; Luo et al. 
2011); siendo el factor limitante para el uso de Se con este fin su biodisponibilidad y 
toxicidad. Así el efecto preventivo del selenito sódico frente a la toxicidad de Cis-
platino se ve limitado por su metabolización a H2Se que es un compuesto altamente 
tóxico (Li et al. 2012). La administración de SeNPs, una forma de Se con menor 
toxicidad confirma la eficacia frente a CIS-Pt debido a la inducción de la síntesis de 
selenoproteínas con menor toxicidad y aceptable biodisponibilidad (Li et al. 2011; Peng 
et al. 2007; M. Wang et al. 2007).  
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Por último, una de las últimas tendencias en el empleo biomédico de SeNPs es el 
empleo de dichas NPs como agente bactericida frente a determinadas cepas 
bacterianas como Leishmania major (Beheshti et al. 2013) y Sthapylococcus Aureus 
(Shakibaie et al. 2014).  
 
II.2.2. Ecotoxicidad y fitotoxicidad 
La mayoría de los estudios indican que las SeNPs, una vez vertidas al medio 
ambiente (aguas), pueden acumularse en  los organismos acuáticos de manera directa, 
mediante exposición en el medio acuático o ingestión, o de manera indirecta, tras la 
oxidación de Se0 a Se(IV). Todos estos motivos hacen que no sólo sea importante 
evaluar la toxicidad de las SeNPs a nivel celular, sino también determinar los riesgos 
ecológicos relacionados con su presencia en el medio ambiente. 
La mayoría de los ensayos para establecer la ecotoxicidad de las NPs emplean 
peces e invertebrados, y en el caso de las SeNPs los datos de los que se disponen son 
escasos. La evaluación del efecto de las SeNPs y SeMet en larvas de mosquito 
(Chironomus dilutu) puso de manifiesto una mayor inhibición del crecimiento de las 
larvas en presencia de SeNPs. Resultados similares se obtuvieron en estudios de 
exposición a SeNPs y Se(IV) en peces como el caso del pez Medaka (Conley et al. 2014). 
La exposición a ambas formas de selenio originó un incremento en la concentración de 
este elemento en diferentes tejidos, sin embargo la capacidad de acumulación de las 
SeNPs fue mayor en ciertos órganos, como el hígado, mostrando de esta forma una 
mayor toxicidad e induciendo al estrés oxidativo. 
En lo que respecta al efecto de las SeNPs en plantas, los datos son muy escasos, 
especialmente si se compara con los existentes cuando se suplementa selenio en 
forma de Se(IV) y Se(VI). La interacción SeNPs -plantas se ha restringido a enfoques 
como: acumulación de SeNPs, crecimiento y morfogénesis. Estudios realizados en 
plantas acumuladoras de Se de la familia Allium tras la aplicación foliar de SeNPs,  
Na2SeO3 y Na2SeO4 (Golubkina et al. 2012);  demostraron la baja capacidad de 
biotransformación de SeNPs a otras formas orgánicas. La justificación de la baja 
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actividad metabólica y su insignificante absorción por los diferentes componentes de 
la planta, fue atribuida a la presencia de microorganismos en el suelo que participan 
activamente en el metabolismo del Se y podían oxidar las  SeNPs. En lo que respecta a 
la acumulación y transformación de NPs en plantas mediante su aplicación foliar, los 
resultados son contradictorios, ya que estos están condicionados por las 
particularidades que presenta la epidermis de las hojas (tubos, cutícula, tricromas y 
estigma), tal y como se pone de manifiesto en diferentes estudios (Ma et al. 2014).  
En estudios realizados tras la aplicación en el medio hidropónico de cultivo de 
SeNPs en Raphanus Sativus (Palomo-Siguero et al. 2014) se puso de manifiesto que las 
SeNPs  se acumulan y posteriormente se transforman a SeMeSeCys,  en un 
metabolismo  análogo al observado en presencia de Se(IV). Resultados obtenidos en 
otros trabajos, en los que se compara el efecto de las SeNPs con el Se(VI) tras ser 
adicionados al medio de cultivo, demostraron que las SeNPs fueron capaces de 
aumentar la germinación de las semillas y estimular la organogénesis de varias plantas 
de interés agronómico (Domokos-Szabolcsy et al. 2012). Todos estos estudios ponen 
de manifiesto que las plantas son capaces de acumular y biotransformar las SeNPs, lo 
que va a afectar notablemente a su toxicidad. 
 
II.3. Aplicaciones de las Nanopartículas de Selenio 
Como se ha comentado anteriormente, una de las aplicaciones más 
importantes de las NPs es en el campo biomédico con el fin de incrementar la 
biodisponibilidad de fármacos y agentes terapéuticos, y conducirlos de forma 
específica para el tratamiento de determinados órganos o células (Sanvicens & Marco 
2008; El-Ramady et al. 2014). Las SeNPs se han combinado con moléculas de distinta 
naturaleza  para distintas finalidades moleculares y biológicas. Así  las SeNPs se han 
funcionalizado con ácido fólico (Pi et al. 2013) y 5-fluorourácula (Liu et al. 2012) para el 
tratamiento de cáncer de mama y melanoma, respectivamente.  Las SeNPs se 
acumulan en las células objeto de tratamiento mediante un mecanismo de endocitosis 
y posteriormente se induce la apoptosis celular mediada por las caspasas. En otro 
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trabajo (Zhang et al. 2013), se seleccionó la molecula adenosina trifosfato (ATP) para la 
funcionalización de las SeNPs. Una de las razones de emplear este compuesto es que 
se encuentra en la mayoría de las células eucariotas. De este modo, las SeNPs 
atraviesan fácilmente la membrana celular y por consiguiente  se mejora su actividad 
anticarcinogénica  como se demostró por la inducción de apoptosis en células de 
hepatocarcinoma humano HepG2. 
La nanotecnología también ha tenido aplicación dentro del campo de la 
alimentación. La nanotecnología puede emplearse, por ejemplo, para mejorar el sabor 
y la textura de los alimentos y  encapsular ciertos nutrientes como vitaminas para 
impedir que se degraden durante la vida útil del producto. Asimismo, se pueden 
emplear nanomateriales para fabricar envases que conserven mejor y por más tiempo 
la integridad del producto. Aun más, pueden crearse envases inteligentes dotados de 
nanosensores que informen al consumidor del estado en que se encuentra el producto 
del interior, por tanto se trataría de un empaquetado inteligente que literalmente 
pueda oler, detectar y destruir microorganismos que puedan hacer que el alimento se 
malogre o adquiera mal sabor (Cushen et al. 2012; Chen et al. 2014). 
Las nanopartículas pueden estar presentes en los alimentos por migración 
desde el envase (Echegoyen & Nerín 2013; Ramos et al. 2014; Artiaga et al. 2015) o 
adicionadas intencionadamente como aditivo alimentario. En este sentido, la  
Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria publicó una Guía de Orientación para 
evaluar  los riesgos de las aplicaciones de la nanociencia y de las nanotecnologías en 
los alimentos y en la cadena alimentaria (EFSA Journal, 2011). 
Los nanomateriales metálicos y de óxidos metálicos son muy empleados en el 
sector alimentario y dentro de ellos cabe destacar los de plata, oro, óxido de zinc, 
sílice, óxido de titanio, alúmina y óxidos de hierro. Dentro de la aplicación de la 
nanotecnología a la industria alimentaria, el desarrollo de envases es una de las áreas 
más activa. En esta línea, se han desarrollado nanocomposites poliméricos que 
incorporan nanopartículas metálicas o de óxidos metálicos para envases activos 
antimicrobianos, con resistencia a la abrasión y/o que absorben los rayos ultravioletas. 
Debido a su actividad antimicrobiana, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido uno 
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de los materiales más empleados en la industria alimentaria. Se han desarrollado una 
gran cantidad de envases activos basados en la actividad antimicrobiana de la 
nanoplata, que indican que preservan los alimentos durante más tiempo inhibiendo el 
crecimiento de microrganismos. Algunos ejemplos de estos envases que ya se 
encuentran en el mercado son “FresherLonger™ Miracle Food Storage Containers” y 
“FresherLonger™ Plastic Storage Bags” de Sharper Image® USA, “Nano Silver Food 
Containers” de A-DO Korea, y “Nano Silver Baby Milk Bottle” de Baby Dream® Co. Ltd. 
(Corea del Sur). Otros envases aprovechan la capacidad de los óxidos de zinc y óxidos 
de titanio como bloqueante de la radiación ultravioleta.  Taiwan ha introducido en el 
Mercado su Nano Plastic Wrap que contiene un catalizador de luz basado en nano 
óxido de cinc que es capaz de esterilizar con luz no directa. Como queda demostrado el 
mercado ha incorporado ya materiales con nanopartículas (principalmente en Estados 
Unidos y Asia). En Europa el uso de materiales con nanopartículas en contacto directo 
con los alimentos no está permitido. Únicamente el nitruro de titanio en forma de 
nanopartícula aparece en la lista positiva del Reglamento 10/2011/EU. 
En lo que respecta a nanopartículas empleadas como aditivos, tanto el TiO2 
(E171) como el SiO2 son aditivos alimentarios (E551) autorizados por la UE. El primero 
se emplea como blanqueante de ciertos alimentos tales como productos lácteos y 
caramelos y, para potenciar el aroma de productos como vegetales secos, y bebidas 
como el vino y la cerveza. El segundo se emplea habitualmente para facilitar el 
movimiento de alimentos sólidos en máquinas.  La amplia aplicabilidad de ambos 
justifica establecer la exposición de estos aditivos en su forma nano.  
A diferencia de lo que ocurre en el sector de la cosmética donde la presencia de 
nanopartículas debe aparecer en el etiquetado del producto, no ocurre igual en el 
sector de la alimentación. No cabe duda que la regulación legislativa de los niveles de 
nanopartículas en alimentos requiere disponer de metodologías analíticas lo suficiente 
robustas y fiables que permitan detectar, caracterizar y cuantificar nanopartículas. 
52 
 












I. METODOLOGÍAS ANALÍTICAS PARA LA 
DETERMINACIÓN DE SELENIO Y SUS ESPECIES  
EN MUESTRAS BIOLÓGICAS 
La determinación del contenido total de los elementos traza, aunque 
importante, no ofrece suficiente información acerca de su posible función biológica, 
efectos beneficiosos, toxicidad o comportamiento en el medio ambiente. Por ello, es 
necesario conocer la forma química en la que se encuentra el elemento de interés. 
Una vez incorporados en el organismo, los elementos traza,  sufren transformaciones 
químicas que pueden llegar a alterar sus propiedades, por lo que la determinación de 
las diferentes especies en la ruta metabólica es esencial para comprender mejor los 
mecanismos de absorción celular, transporte, almacenamiento o excreción (B’Hymer & 
Caruso 2006). La especiación de selenio, por lo general, implica un tratamiento de la 
muestra (extracción, derivatización y/o preconcentración), separación de especies y 
posterior identificación y cuantificación. Todas estas etapas conllevan errores 
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I.1. Tratamiento de la Muestra 
El selenio en muestras biológicas se encuentra en muy bajas concentraciones, 
por lo que es necesario disponer de técnicas de alta sensibilidad para llevar a cabo su 
determinación. La mayoría de estas técnicas requieren un tratamiento previo de la 
muestra, que va a depender de varios factores: del nivel de concentración, estado 
físico de la muestra y de si el objetivo final es la determinación de la concentración 
total o las especies del elemento. En los estudios de especiación, el proceso de 
tratamiento de muestra es crucial; hasta el punto que los resultados finales 
dependerán en gran medida del proceso de extracción utilizado. 
La Figura 5 ilustra las diferentes etapas llevadas a cabo en un estudio de 
determinación de selenio y sus especies. 
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I.1.1. Determinación del contenido total de selenio 
Para la determinación de contenido total, la mayor parte de las técnicas 
instrumentales pasan por convertir los analitos de interés a una forma química que 
permanezca estable en disolución. En la mayoría de las ocasiones, este proceso 
requiere de la destrucción de la matriz orgánica de la muestra mediante procesos 
llamados de digestión o mineralización. Actualmente,  el tratamiento de muestra más 
empleado para la determinación de la concentración de selenio en muestras complejas 
es la mineralización por vía húmeda asistida por radiación de microondas. Para ello,  
las muestras se colocan en reactores de teflón capaces de soportar elevadas 
temperaturas y presiones y, en general, el tratamiento de la muestra se lleva a cabo 
con HNO3 ó con mezclas de éste con H2O2 (Palomo et al. 2014). 
 
I.1.2. Extracción de especies de selenio 
La dificultad en el tratamiento de muestra aumenta cuando se requiere 
determinar la concentración de las especies. Los métodos de tratamiento de la 
muestra en estudios de especiación, deben cumplir varios requisitos, entre ellos: 
incluir el menor número de pasos posibles para evitar contaminación y pérdidas, 
conseguir altas recuperaciones y además mantener la integridad de las especies 
químicas de los analitos a determinar. Para la extracción de las especies de selenio se 
han empleado diversos  procedimientos (Yang et al. 2004, Viñas et al 2005). Estos se 
pueden resumir en: 1) hidrólisis ácida- empleando HCl, 2) hidrólisis básica con 
hidróxido de tetrametilamonio (TMAH), y 3) hidrólisis enzimática empleando enzimas 
como proteasas.   
El selenio se encuentra en la mayoría  de las muestras biológicas en forma de 
selenoamino ácidos, por dicha razón el método más utilizado para la extracción de 
especies de selenio es la hidrólisis enzimática. La cual emplea condiciones de pH y 
temperatura moderadas (B’Hymer & Caruso 2006), preservando la integridad de las 
especies.   
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Las proteasas, enzimas no específicas, son las más utilizadas en este tipo de 
tratamiento de muestra, entre ellas la Proteinasa K (Montes-Bayón et al. 2002), 
Pepsina (Pedrero & Madrid 2009), Subtilisina (Cuderman & Stibilj 2009), y la Pronasa E  
(Seppälä et al. 2014)(Proteasa tipo XIV aislada de Streptomycus griseus), siendo esta 
última la más empleada. Dependiendo del tipo de matriz, en muchas ocasiones es 
necesaria la utilización de otras enzimas (combinadas con las proteasas) como lipasas 
(recomendadas para muestras con alto contenido lipídico) (Hart et al. 2011), amilasas 
(utilizada en la hidrólisis de glucógeno y almidón) (Cubadda et al. 2010) y lisozima 
(encargada de romper paredes bacterianas) (Zhang et al. 2009)).  
Algunos aminoácidos de selenio no se encuentran incorporados a proteínas, 
son los denominados animo ácidos no proteogénicos. En estos casos, la eficiencia de 
extracción es independiente del empleo o no de proteasas. A este grupo de 
compuestos corresponden  la  SeMeSeCys y γ-glutamil-selenometilselenocisteína. En la 
Tabla 4 se recogen varios ejemplos de tratamientos de diferentes muestras de origen 
biológico empleando enzimas para la extracción de especies de Se. 
Tabla 4. Tratamientos enzimáticos para la extracción de Se-especies 
Muestra Especies Identificadas Tratamiento enzimático 
Nueces de Brasil SeMet 
Proteinasa K en Buffer Tris-HCl.  
Agitación 20h / 37 ºC / oscuridad 
Músculo, corazón, riñón 
e hígado de cordero 
SeMet / SeCys 
Proteasa + Lipasa en buffer Tris-Cl y Urea. 
Incubación 20h / 37 ºC 
Levaduras SeMet 
Proteasa XIV en buffer Tris-Cl  
Incubación 20h / 37 ºC 
Plantas 
(Brassica juncea) 
SeMet y especies no 
identificadas 
Proteinasa K en H2O 
Incubación 20h / 37 ºC 
Suplementos dietéticos Se-MeSeCys 
Proteasa  XIV en H2O 
Agitar 24h / t.a. 
Vegetal 
(Raphanus Sativus) 
Se(VI), SeMet, SeCys2, 
SeMeSeCys 
Proteasa  XIV en H2O y HCl 
Sonda focalizada 3 min 
Productos lácteos SeCys2, SeMet, Se(IV) 
Proteasa + Lipasa en buffer Tris-Cl y Urea. 
Sonda focalizada 2 min 
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Pan SeMet 
Proteasa XIV en buffer Tris-Cl  
Microondas /Sonda focalizada/ Incubación 
 
 A pesar de las ventajas de la hidrólisis enzimática para la extracción de 
especies de selenio, el procedimiento es largo y tedioso ya que implica largos periodos 
de incubación (37 ºC durante un tiempo entre 24 y 48 horas (Unrine et al. 2007)). 
La aplicación de la energía de ultrasonidos, empleando fundamentalmente 
sonda de ultrasonidos, ha supuesto una reducción considerable de los tiempos de 
tratamiento, alcanzándose la extracción cuantitativa de las especies de selenio en 
tiempos que oscilan entre 15 segundos y 3 minutos. La ventaja de poder reducir 
considerablemente el tiempo de análisis, va acompañada de la desventaja de que la 
energía de ultrasonidos es más agresiva para las muestras, lo que supone un riesgo 
para la transformación de las especies presentes en la matriz. La sonda de ultrasonidos 
se ha empleado para la extracción de distintas especies de Se (Se(IV), Se(VI), SeMet, 
SeMeSeCys y SeCys2) en distintas matrices biológicas: pescado (Caruso & Montes-
Bayon 2003), yogurt (Palomo et al. 2014; Alzate et al. 2007), pan (Sánchez-Martínez et 
al. 2015) y muestras vegetales (Cubadda et al. 2010).  
 
I.2. Separación e Identificación de Especies de Selenio 
I.2.1. Técnicas hifenadas: métodos cromatográficos con acoplamiento a la 
espectrometría de masas 
Una vez realizada la extracción de las especies de selenio, es necesaria su 
identificación. Desafortunadamente las técnicas habituales para la determinación de 
elementos traza responden a la concentración total del elemento, no son selectivas a 
las especies.  Por lo tanto,   la especiación por lo general, requiere del acoplamiento de 
dos técnicas: una técnica para separar formas químicas del elemento de interés y un 
método de detección sensible y específico que proporcione la detección de la 
sustancia analizada a bajos niveles de concentración (Caruso & Montes-Bayon 2003).  
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Las técnicas de separación más empleadas son la cromatografía de gases (GC) y 
la cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) (Yang et al. 2004). La GC es la más 
adecuada para analizar especies volátiles o volatilizables de selenio, es necesario un 
paso de derivatización previo, lo que conlleva un tratamiento más tedioso que además 
puede provocar la descomposición térmica de algunas especies (Yang et al. 2004). La 
técnica de HPLC es la más empleada para la separación de especies de selenio, debido 
a que la mayoría de ellas no son volátiles, y por otra parte a la versatilidad de la técnica 
en lo que respecta a mecanismos de separación. La separación de compuestos de 
selenio se ha realizado empleado mecanismos de intercambio iónico (empleando fases 
móviles como disoluciones tampón de fosfato (Bird et al. 1997), citrato (Unrine et al. 
2007) y formiato (Cubadda et al. 2010)); fase inversa (empleado modificadores de 
pares de iones para mejorar la separación como el ácido trifluoroacético (TFA) 
(Gammelgaard et al. 2002) y ácido heptafluorobutírico (HFBA) (Amoako et al. 2009)) y 
exclusión molecular (para la separación de selenio unido a biomoléculas). 
  Una vez separados los compuestos estos son detectados “en línea” y en 
tiempo real mediante el acoplamiento de la salida de la columna cromatográfica a 
detectores sensibles y específicos, entre las que destacan la absorción atómica (AAS), 
fluorescencia atómica (AFS), la espectrometría de masas (MS) y el plasma de 
acoplamiento inductivo con espectrometría de masas (ICP-MS) o con detección óptica 
(ICP- OES). Aunque las combinaciones que se han ensayado y publicado han sido muy 
diversas, el acoplamiento más fructífero para especiación de selenio es la 
cromatografía de líquidos (HPLC) acoplada al ICP-MS. En la Tabla 5 se resumen las 
características que ofrece el ICP-MS como detector para especiación de selenio. 
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Tabla 5. Ventajas-Inconvenientes del ICP-MS como detector en especiación 
Ventajas Inconvenientes 
- Permite obtener información elemental (de 
metales, semimetales y algunos no-metales 
como S, P…). 
- Proporciona información isotópica. 
- La intensidad depende de la masa y no de la 
concentración. 
- Permite la cuantificación. precisa y exacta 
del metal 
- Permite el acoplamiento de HPLC, CE, GC… 
- La información molecular se destruye 
completamente (debido a la energía de la 
fuente). 
- La detección de elementos como el C, N u 
O se encuentra completamente 
imposibilitada debido a los elevados fondos 
espectrales ya que el plasma se genera en 
una atmósfera abierta. 
- No tolera grandes concentraciones de 
disolventes orgánicos empleados en ciertas 
cromatografías (p. ej. Metanol, 
acetonitrilo). 
Uno de los problemas de la determinación de selenio mediante ICP-MS es la 
presencia de interferencias espectrales que hacen que su monitorización a veces sea 
problemática (Tirez et al. 2000). La mayor interferencia es la formación del dímero 
80Ar2+ que solapa con la señal del isótopo más abundante de Se, 80Se. Otros isótopos 
menos abundantes de Se, pero que poseen menos interferencias espectrales son: 82Se, 
78Se o 77Se. El isótopo 82Se es el más empleado en la determinación de Se pues a pesar 
de tener una abundancia relativamente baja (8,7%) es el menos afectado por 
interferencias espectrales. En la Tabla 6 se muestran las principales interferencias para 
cada isótopo de Se. 
Tabla 6. Interferencias para los distintos isótopos de Se en la técnica ICP-MS 
Isótopo Abundancia (%) Interferencias 
74Se 0.89 37Cl2+, 40Ar34S+, 74Ge+, 38Ar36Ar+ 
76Se 9.37 40Ar36Ar+, 40Ar36S+, 76Ge+, 39K37Cl+ 
77Se 7.63 40Ar36ArH+, 40Ar37Cl+, 41K36Ar+, 42Ca35Cl+ 
78Se 23.77 40Ar38Ar+, 78Kr+, 38Ar40Ca+, 64Zn14N+, 44Ca34S+ 
80Se 49.61 40Ar2 +, 79BrH+, 80Kr+, 40Ar40Ca+ 
82Se 8.73 81BrH+, 40Ar42Ca+, 82Kr+ 
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Una forma efectiva de eliminar las interferencias espectrales es el uso de 
instrumentos de alta resolución. Sin embargo, un aumento en la resolución implica una 
disminución de la sensibilidad y un incremento en los límites de detección. En la 
actualidad los instrumentos de ICP-MS equipados con  celdas de reacción y/o colisión 
son muy  empleados, siendo la mejor alternativa a los sistemas de alta resolución sin 
sacrificar la sensibilidad. Mediante la reacción y/o colisión de los iones poliatómicos 
interferentes con el gas apropiado, (entre los más utilizados se encuentran el H2, He y 
O2), se consigue eliminar estas interferencias (Z. Chen et al. 2008). En el caso del 
selenio, el empleo de hidrógeno y helio es especialmente útil ya que permite la 
monitorización del isótopo más abundante (80Se, abundancia 49,61%) de este 
elemento, el cual se encuentra interferido principalmente por iones poliatómicos del 
tipo 40Ar2+. Como consecuencia, el límite de detección disminuye notablemente.  
Uno de los problemas de la especiación es la identificación de las especies. La 
forma más habitual es mediante la comparación de los tiempos de retención con 
patrones de especies de selenio. Desafortunadamente, no existen patrones 
disponibles comercialmente para todas las especies de selenio, y por otra parte, 
pueden co-eluir varias especies, originando errores en la asignación de estructuras. Por 
lo tanto, una correcta identificación de las especies implica el empleo de al menos dos 
técnicas de separación con mecanismos diferentes, y especialmente el empleo de 
técnicas de espectrometría de masas. 
  
I.2.2. Técnicas de espectrometría de masas para la identificación de especies de 
selenio 
Cuando lo que se busca es obtener información estructural deben utilizarse 
técnicas de ionización suave como la espectrometría de masas de tiempo de vuelo con 
desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF) o la espectrometría de 
masas de ionización por electrospray (ESI-MS). Los selenocompuestos no pueden ser 
directamente analizados por ESI-MS por la presencia de sales en la matriz, que pueden 
originar un efecto supresor en la correcta ionización del selenio. La identificación de 
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estas especies de Se en matrices biológicas, normalmente, está basado en la 
purificación de los compuestos de interés mediante cromatografía multidimensional y 
posterior aplicación de la espectrometría de masas. 
La técnica de MALDI es menos vulnerable que ESI-MS a efectos supresores 
ocasionados por la matriz y produce, principalmente, iones cargados individuales. 
Estas características la hacen una técnica interesante para la identificación de iones 
determinados, que de otra manera permanecerían sin identificar con ESI-MS (Reyes et 
al. 2006). 
Aunque se están realizando grande avances, la mayoría de las aplicaciones se 
han limitado a muestras con elevado contenido en selenio, como levaduras selenizadas 
(Bierla et al. 2013b; Rao et al. 2010). Sin embargo, la identificación de especies a bajas 
concentraciones requiere una compleja metodología que incluye laboriosas etapas de 
limpieza y preconcentración de la muestra. Las atractivas características del 
acoplamiento nanoLC-ESI-MS en términos de bajo consumo de muestra, así como de 
una alta tolerancia relativa hacia la presencia de niveles elevados de sales o tampones 
pueden ayudar a mejorar los límites de detección (Peachey et al. 2009; Pedrero & 
Madrid 2009). En los últimos años, la introducción de analizadores de masas como el 
Orbitrap, que permiten alcanzar límites de detección del orden de partes por billón, ha 
supuesto un impulso importante para que técnicas como el ESI-Orbitrap/MS/MS se 
incorporen al campo de la especiación y metalómica (Bianga et al. 2013; Galano et al. 
2013). Desafortunadamente, es una técnica costosa, no asequible para la mayoría de 
los laboratorios. 
 
I.2.3. Problemática y validación de los resultados en la especiación de selenio 
La validación de los resultados requiere del empleo de al menos dos 
metodologías analíticas independientes, el uso de materiales de referencia certificados 
(CRM) y la realización de estudios de intercomparación (Valcarcel & Ríos 1992). Sin 
embargo, dicha validación es una tarea difícil debido a la escasez de materiales de 
referencia certificados para especies y diferentes matrices, ya que para que la 
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validación sea correcta es necesario que la matriz del material de referencia sea 
idéntica o muy similar a la de la muestra, y la concentración de las especies sea del 
mismo orden (Zeleny & Schimmel 2012). En los últimos años, se han preparado 
algunos CRM como levadura selenizada y harina selenizada certificados en el 
contenido en selenio total y SeMet.  
Con el objetivo de superar los inconvenientes derivados de la falta de 
materiales de referencia y de los métodos clásicos de calibración, la técnica de análisis 
por dilución isotópica (IDA, Isotopic Dilution Analysis) se considera como una 
estrategia muy útil para la determinación de metales en diferentes matrices (B’Hymer 
& Caruso 2006). La dilución isotópica está basada en la medida de la relación isotópica 
de un elemento en una muestra, en la que su composición isotópica se ha alterado 
mediante la adición controlada de una cantidad conocida de ese elemento enriquecido 
isotópicamente (conocido como trazador o spike). La principal ventaja que presenta el 
IDA es la independencia respecto a posibles variaciones en la sensibilidad del equipo y 
a los efectos de la matriz (Rappel & Schaumlöffel 2008). Entre los diferentes métodos 
de IDA, los más empleados son: “species-unespecific” (también conocido como IDA 
inespecífica o post-columna) (Lopez Heras et al. 2011b) y “species-specific” (IDA 
específica) (Reyes et al. 2006). En el primer caso, el trazador puede encontrarse en una 
forma química diferente a la de la especie de interés, permitiendo así cuantificar 
especies de estructuras desconocidas o de las que no se disponen patrones 
comerciales isotópicamente marcados. Por el contrario, la ID específica requiere que 
se conozca previamente la forma química del elemento, ya que el trazador debe estar 
marcado isotópicamente en la misma forma (Sánchez-Martínez et al. 2015). 
A pesar de las ventajas del uso de la dilución isotópica para minimizar el efecto 
de la transformación de especies, esta técnica posee un uso bastante restringido por la 
falta de especies de selenio enriquecidas isotópicamente que se encuentren 

















II. METODOLOGÍAS ANALÍTICAS PARA EL 
ANÁLISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO  
DE NANOPARTÍCULAS  
A pesar de que cada vez son más numerosos los productos que contienen 
nanopartículas, la información acerca de su incidencia, destino y toxicidad es escasa. 
Legislar estas sustancias requiere disponer de metodologías analíticas lo suficiente 
robustas y fiables que permitan detectar, caracterizar y cuantificar nanopartículas 
(Linsinger et al., 2013). La caracterización de las nanopartículas implica no solo 
establecer su identidad química sino también el tamaño, ya que sus propiedades 
dependen del mismo. Uno de los objetivos más importantes del análisis de 
nanopartículas es la obtención de preparaciones estables. Los protocolos de extracción 
y tratamiento de muestra conllevan, en la mayoría de los casos,  alteraciones de las 
propiedades físico-químicas de las mismas. Los agentes estabilizantes empleados en el 
proceso de síntesis o los recubrimientos pueden perder su funcionalidad durante la 
etapa de tratamiento de muestra. Procesos de dilución, variaciones de pH, disolventes 
empleados en separaciones cromatográficas pueden causar agregación de las 
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nanopartículas, modificando sus propiedades primarias y originando una información 
errónea sobre la distribución de tamaños.  
  A continuación se tratarán más en detalle los aspectos indicados 
anteriormente. 
 
 La preparación de dispersiones estables es probablemente uno de los 
objetivos más importantes tanto en el análisis cualitativo como cuantitativo de las NPs. 
Los factores que afectan a la estabilidad de las NPs son su tamaño, carga y naturaleza 
del recubrimiento. Cuando una NP se encuentra estabilizada, se crea alrededor de 
cada una de ellas una fuerza repulsiva estérica o doble capa eléctrica, donde los 
factores más influyentes son el espesor de la misma y el potencial zeta, estando la 
fuerza iónica (FI) directamente relacionada con la doble capa (por lo cual un aumento 
en la FI, implica un aumento en el tamaño hidrodinámico) e inversamente con el 
potencial zeta. De hecho se ha observado como NPs estables de TiO2 en disolución 
0.001 M de NaCl con un tamaño de 90 nm, al cambiar de medio a 0.005 M de NaCl el 
tamaño de partícula se modifica a 145 nm dando lugar a dispersiones inestables y 
aglomeradas (Jiang et al. 2009) y, un potencial zeta menor. 
La carga superficial de la dispersión (potencial zeta) y consecuentemente el 
tamaño hidrodinámico puede verse alterado por cambios en el pH de la disolución. 
Cuando el pH de la disolución está lejos del punto isoeléctrico, el valor absoluto del 
potencial zeta aumenta, las fuerzas electrostáticas repulsivas o  doble capa son 
predominantes a las fuerzas atractivas de Van der Waals y tanto el tamaño como la 
aglomeración disminuyen (Palomo-Siguero et al. 2014). 
 El criterio general para preparar dispersiones estables es aumentar las fuerzas 
de repulsión entre las partículas, de tal manera que la aglomeración se suprime o es 
cinéticamente lenta. La carga superficial se puede controlar por el uso de sales cómo 
agentes de dispersión, pudiendo emplearse cualquiera que contenga polifosfato, 
hexametafosfato, pirofosfato y aniones polisilicatos (Stroyuk et al. 2008; Sinha et al. 
2004). Desafortunadamente, la estabilización electrostática es solo eficiente cuando la 
FI es menor de 0.1 M. Sin embargo, la estabilización estérica  por estabilización de NPs 
con polímeros resulta eficaz para todos los valores de FI.  Los polímeros más 
empleados para la estabilización de NPs son: chitosan (Dash et al. 2011), sacarosa 
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(Rezvanfar et al. 2013), polietilenglicol (Wiecinski et al. 2009) ó surfactantantes 
etoxilados (Chris Wang & Lin 2005)  y la albúmina (Ren et al. 2013; Forootanfar et al. 
2014).  
A veces, las NPs se encuentran tan agregadas que es necesario recurrir a 
métodos de dispersión por ultrasonicación, para formar cavidades. La efectividad del 
procedimiento depende  del volumen de dispersión y del tiempo de sonicación y 
potencia aplicada, siendo el baño de ultrasonidos y la sonda focalizada los métodos 
más comunes (Priego-Capote & Luque De Castro 2004). Bajo condiciones controladas 
la sonda ofrece mejores resultados,  sin embargo,  la aplicación de largos tiempos de 
sonicación puede promover la agregación debido al aumento de las interacciones 
partícula-partícula (Jiang et al. 2009). En el caso particular de las SeNPs, éstas poseen 
por lo general una morfología esférica en estado de no agregación, por lo que no se 
requiere el empleo de métodos de sonicación agresivos o durante largos tiempos.  
 
II.1. Análisis Cualitativo:  
Caracterización y Detección de Nanopartículas de Selenio 
Existen varias técnicas para detectar, medir y caracterizar las nanopartículas. No hay 
un método que se puede seleccionar como el “mejor” o “único”.  Unas técnicas 
pueden simplemente detectar la presencia de nanopartículas, mientras que otras 
pueden dar la cantidad, la distribución del tamaño o el área de superficie de las 
nanopartículas, siendo necesaria una combinación de muchas de ellas para una 
correcta caracterización de las dispersiones de NPs.  Hay veces que las NPs pueden 
agregarse, perder su recubrimiento o transformarse durante el proceso de medida o 
durante el tratamiento previo a la medida. Las técnicas analíticas involucradas en la 
caracterización de nanopartículas son variadas (Linsinger et al. 2013) e incluyen: 
técnicas de microscopia electrónica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy) y 
de transmisión (TEM Transmision Electron microscopy); técnicas basadas en la 
dispersión de luz, siendo las más comunes la dispersión de luz dinámica (DLS, Dynamic 
Light Scattering) y dispersión multiangulo de luz láser (MALLS, multi-angle laser light 
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scattering) y técnicas de fraccionamiento (filtración, centrifugación, separaciones 
cromatográficas (exclusión por tamaños) y fraccionamiento de campo de flujo (FFF, 
Field Flow Fractionation).  
 
II.1.1. Técnicas de Microscopía Electrónica 
Las técnicas de microscopía electrónica (EM), basadas en la aplicación de un 
haz de electrones, poseen una elevada resolución, lo que las convierte en las más 
aplicadas para la visualización y caracterización de NPs, proporcionando información 
sobre su tamaño y forma (Chao et al. 2012). La obtención de resultados 
representativos requiere la observación de un elevado número de NPs, lo que las 
convierte en técnicas  muy laboriosas, requiriendo largos tiempos de análisis. Las 
técnicas más destacables dentro de este campo son la microscopía de transmisión 
electrónica (TEM) y la miscroscopía electrónica de barrido (SEM).  
Microscopía de transmisión electrónica (TEM) 
Cuando un haz de electrones interactúa con una muestra, estos  pueden ser 
transmitidos, dispersados, y difractados. La técnica TEM emplea los electrones 
transmitidos por la muestra para formar una proyección bidimensional que dependerá 
del espesor de la muestra (Ye et al. 2014). El análisis de las imágenes obtenidas por 
TEM proporcionan no sólo información sobre el tamaño de la NPs, sino sobre su 
morfología y estado agregación (Forootanfar et al. 2014). En el caso de emplear 
equipos de elevada resolución se puede incluso visualizar las capas de átomos de 
muestras cristalinas. Esta técnica requiere la muestra en estado sólido y seca, y con un 
espesor de varios cientos de nm, por lo que el principal inconveniente es conseguir una 
muestra que se adecúe a esos requerimientos. En el caso de disoluciones, la 
evaporación del disolvente puede originar la agregación de las nanoparticulas y 
modificaciones de su superficie (Palomo-Siguero et al. 2014). En el caso de muestras  
de tejidos biológicos, y con el fin de preservar su estado original y mejorar el contraste, 
a menudo se emplea fijación química. Para ello, las muestras son embebidas en resina 
y se cortan en secciones delgadas para permitir que el haz de electrones pase a través 
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de ellas, siendo necesario un largo protocolo para el tratamiento de muestra (Lopez-
Heras et al. 2014). 
A pesar de su gran aplicabilidad en la caracterización de NPs ya que 
proporciona elevadas resoluciones, en algunos casos inferior a 1 nm,  el tratamiento 
de muestra y la propia irradiación del haz de electrones pueden alterar la morfología y 
características de las NPs (Herrera & Sakulchaicharoen 2009). 
Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
En SEM, el haz de electrones interactúa con la superficie de la muestra y se 
detectan los electrones dispersados, obteniéndose una imagen en 3D (Herrera & 
Sakulchaicharoen 2009). Aunque las muestras en SEM no necesitan ser tan delgadas 
como en TEM, la muestra o al menos su superficie, debe estar recubierta por una capa 
de material conductor (Zhang et al. 2012). En realidad la técnica SEM ofrece menos 
prestaciones que el TEM para la caracterización de NPs. El principal problema radica en 
que a veces no es posible diferenciar claramente las nanopartículas del sustrato. El 
problema puede ser aún más acusado cuando las NPs bajo estudio tienen tendencia a 
adherirse fuertemente entre sí, formando aglomerados. Sin embargo, SEM 
proporciona información valiosa con respecto a la pureza de una muestra de 
nanopartículas, así como una visión sobre su grado de agregación. La gran desventaja 
tanto del  SEM como del TEM en este contexto, es la incertidumbre por si la imagen 
observada es verdaderamente representativa de la muestra.  
Por lo general las técnicas TEM y SEM se combinan con la espectroscopia 
dispersiva de energía de rayos X (EDS ó XEDS), técnica que permite establecer la 
composición elemental de las NPs objeto de estudio.  
A pesar de las ventajas que ofrece la microscopía electrónica, ésta es una 
técnica destructiva, lo que significa que la muestra no puede ser examinada varias 
veces o analizada a posteriori por otros métodos de validación. Herramientas 
alternativas como la microscopía de rayos X (XRM, X-ray Microscopy), permiten el 
análisis de disoluciones sin la necesidad de una preparación previa y obteniéndose una 
buena resolución espacial (por debajo de los 30 nm). Esta técnica proporciona 
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información sobre cristalinidad, tamaño del cristal, orientación y composición de fases 
(Battin & Brumaghim 2009b; Joshi et al. 2008).  
La visualización de NPs en disolución también puede llevarse a cabo mediante 
el empleo de  la microscopía de fuerza atómica (AFM, Atomic Force Microscopy) (Xia 
2007b). Con esta técnica se pueden obtener perfiles superficiales en 3D con una 
resolución de aproximadamente de 0.5 nm (Joshi et al. 2008). A pesar de las ventajas 
que supone operar a presión atmosférica y poder analizar las NPs en disolución, se 
plantean algunas cuestiones. La primera es la falta de conocimiento sobre si la 
visualización en medios acuosos proporciona mejores resultados que los instrumentos 
que operan a vacío. En un primer momento, el poder analizar la muestra en su estado 
natural simula las mejores condiciones experimentales. Sin embargo, la humedad 
atmosférica puede por un lado,  favorecer las uniones entre moléculas de agua y NPs;  
y por otro lado, las puntas de los instrumentos de AFM pueden recubrirse de materia 
orgánica, afectando de este modo a la veracidad de las imágenes (Montoro Bustos et 
al. 2013).  
 
II.1.2. Técnicas basadas en la dispersión de luz 
 Las técnicas basadas en la dispersión de luz son la dispersión de luz dinámica 
(DLS, dynamic light scattering), dispersión de la luz electroforética (ELS, electrophoretic 
light scattering) y dispersión multiangulo de luz láser (MALLS, multi-angle laser light 
scattering). Todas estas técnicas se emplean para la medida de parámetros de especial 
relevancia en la caracterización de NPs, como son el potencial zeta y el diámetro 
hidrodinámico.  
Dispersión de luz dinámica (DLS). Tamaño hidrodinámico 
 La técnica DLS es una metodología no invasiva y bien establecida para la medida de la 
distribución del tamaño hidrodinámico de las NPs, con resoluciones por debajo de 1 
nm (Cho et al. 2013). Cuando en un medio líquido se mueve una partícula dispersa, la 
mayoría de veces se adhiere una capa eléctrica dipolar a su superficie. Debido a que 
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esta capa influye en el movimiento de la partícula, en DLS el diámetro medido de la 
partícula, que se conoce como hidrodinámico, la mayoría de veces es superior al 
diámetro que se mide con un microscopio electrónico de transmisión (TEM). El grosor 
de la capa depende de distintos factores, entre los cuales cuenta la conductividad del 
líquido.  Las limitaciones que presenta la técnica  es que las NPs deben estar en 
suspensión y bajo movimiento Browniano; además, las partículas con gran tamaño 
tienen un efecto muy elevado en la dispersión de la luz, enmascarando el originado 
por otras más pequeñas. La técnica DLS es la técnica más aplicada para la medida de la 
distribución del tamaño hidrodinámico (Adams et al. 2006; Hagendorfer et al. 2012; 
Wiecinski et al. 2009). 
  Dispersión de la luz electroforética (ELS). Potencial zeta  
 La técnica ELS se emplea  para medir el potencial zeta calculado a partir de la 
movilidad electroforética por medio de la ecuación de Smoluchowski. El potencial Zeta 
es una medida de la magnitud de la repulsión o atracción entre las partículas. Su 
medida proporciona una idea detallada de los mecanismos de dispersión y es la clave 
del control de dispersión electrostático. El potencial Zeta es de gran utilidad para la 
selección de los agentes más adecuados para estabilizar la dispersión de las NPs. s (Cho 
et al. 2013; Jiang et al. 2009). 
Dispersión multiángulo de luz láser (MALLS).  Masas moleculares 
Los sistemas de detección basados en MALLS son métodos absolutos para la 
determinación de masas molares y constituyen una herramienta muy útil en la 
caracterización de nanomateriales (Ulrich et al. 2012). Un método absoluto para 
determinar masas moleculares es aquel que no requiere el empleo de una calibración 
previa con sustancias de tamaño conocido (Hagendorfer et al. 2012). La técnica 
requiere una separación previa de las especies a analizar (Runyon et al. 2013), si existe 
una mezcla de moléculas, el resultado será el promedio de la masa molecular de las 
especies presentes. 
En la figura 6, se comparan las principales técnicas empleadas en el análisis de 
caracterización morfológica referido a tamaño para NPs. 
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Figura 6. Técnicas disponibles para la caracterización de NPs según su tamaño  
II.2. Análisis Cuantitativo 
II.2.1. Métodos de separación 
Los métodos de separación permiten diferenciar las nanopartículas según su 
tamaño. Estos métodos ofrecen infinitas posibilidades a la hora de desarrollar 
metodologías analíticas para la caracterización de NPs. En la Figura 7 se recoge un 
resumen de los métodos de separación más utilizados para el análisis de NPs.  
 
Figura 7. Técnicas disponibles para la separación de NPs según su tamaño 
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Centrifugación 
Es una herramienta muy versátil y potente para la caracterización de NPs, 
pudiéndose  aplicar a un rango muy amplio de masas moleculares (25 kDa a 1,5 MDa). 
La velocidad y tiempo de centrifugación dependen de la forma, tamaño, viscosidad y 
naturaleza de las NPs. Por ejemplo,  en el caso de la separación de SeNPs estabilizadas 
con glutatión y tamaño en el intervalo de 40-90 nm se han empleado condiciones de 
18000rpm / 10min (Vekariya et al. 2012), para ZnO-NPs con un tamaño 12 nm se han 
requerido tiempos mayores (alrededor de 1 h) debido al bajo tamaño de las NPs 
(Raghupathi et al. 2011), para NPs de azufre por debajo de 40nm se han utilizado 
velocidades de centrifugación de 4000rpm pero tiempos de 40 min (Soleimani et al. 
2013). El empleo de filtros de corte de 10kDa durante la centrifugación resulta de gran 
utilidad para la separación  de iones y exceso de reactivos, como en el caso de la 
síntesis de SeNPs  empleando centrifugación a 4000g / 10min (Hu et al. 2008).  
Las centrífugas comunes, disponibles en la mayoría de los laboratorios, 
permiten la separación de NPs por debajo de 500 nm, mientras que la ultra-
centrifugación por debajo de 1 nm.  
Filtración 
Se presenta como una metodología adecuada no sólo para distinguir entre el 
elemento en forma iónica y en forma NPs, como en el caso de la centrifugación, sino 
también para obtener información sobre el tamaño de las mismas. Las membranas de 
filtración tradicionales permiten el fraccionamiento de partículas entre 0.2 y 1 µm. Las 
técnicas de ultra- o nano-filtración emplean filtros con tamaño de poro más pequeños, 
llegando incluso a separar NPs por debajo de 3 a 1 nm. Para la separación de NPs e 
iones se suelen emplear filtros con un tamaño de poro entre 0.5 y 1 nm. La filtración 
secuencial se ha empleado con éxito para la determinación de AgNPs y Ag+ en 
productos textiles y eliminación de impurezas en  Quantum Dots (QDs) (Wiecinski et al. 
2009; Khan & Wang 2009). 
Con excepción de la ultrafiltración, las técnicas de filtración convencionales, son 
fáciles de manejar y asequibles para la mayoría de los laboratorios. Sin embargo, son 
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poco precisas, pudiendo proporcionar información errónea sobre el tamaño de las NPs 
debido a la obstrucción de los poros de la membrana, o a las interacciones 
electrostáticas entre el material empleado y las NPs.  
Diálisis 
Las ventajas de este método frente a  la centrifugación y filtración se deben a 
que las NPs no están sujetas a procesos de separación invasivos y el tratamiento de  
muestra es rápido y simple. El método de diálisis generalmente emplea un gran 
volumen en el medio de liberación que favorece la difusión de todos los compuestos a 
través de la membrana (Cho et al. 2013).  Es un procedimiento eficaz para eliminar 
impurezas (procedentes del medio de síntesis). Algunos ejemplos son la eliminación de 
impurezas en la preparación de SeNPs (Huang et al. 2013) o AgNPs (Chao et al. 2012). 
 
II.2.2. Técnicas de separación basadas en la cromatografía y fraccionamiento de flujo 
Técnicas de separación cromatográficas 
Las técnicas basadas en la cromatografía por exclusión de tamaños (SEC) han 
sido muy empleadas para la caracterización de NPs, dado que esencialmente 
proporcionan información acerca del tamaño molecular. No obstante las grandes 
limitaciones de este mecanismo son: i) la baja resolución en la separación, ii) 
modificación de la integridad original de las NPs, especialmente el agente estabilizante,  
debido a las altas presiones y iii) las adsorciones inespecíficas de las partículas sobre el 
material poroso del relleno de la fase estacionaria (Rebolj et al. 2012). 
En la cromatografía hidrodinámica (HDC) el uso de fase estacionaria no porosa 
reduce las interacciones en comparación con SEC (Hoque et al. 2012), sin embargo 
mediante esta técnica los datos obtenidos son en base al radio hidrodinámico, por lo 
que el tamaño de la NP puede diferir un poco con aquellos obtenidos mediante TEM. A 
pesar de la baja resolución de este método, su combinación con la detección UV o de 
fluorescencia, ha permitido la caracterización de NPs y coloides (Tiede et al. 2010) y 
AgNPs (Chao et al. 2012).  
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Fraccionamiento de campo de flujo (FFF-ICPMS) 
El Fraccionamiento de campo de flujo (FFF) es una técnica de separación con 
flujo hidrodinámico asistido, diseñado para separar macromoléculas, coloides y 
partículas. Se puede considerar como una combinación de cromatografía de líquidos y 
una técnica de campo impulsada, excepto que no necesita una fase estacionaria.  
Una de las grandes ventajas que presenta la técnica es que se puede acoplar 
“on line” con detectores como la espectroscopia UV-Vis, Fluorescencia, MALLS, ICP-MS 
e ICP-OES. La técnica de separación FFF engloba distintos mecanismos: FFF térmica 
(ThFFF), FFF sedimentación (SdFFF), FFF flujo asimétrico (AF4), FFF eléctrico (ElFFF) y 
FFF magnética (MgFFF) (Chao et al. 2012).  La técnica FFF ofrece la separación de 
partículas de diferentes tamaños y, a diferencia de los métodos cromatográficos, la 
ausencia de una fase estacionaria evita la interacción irreversible con los analitos, 
manteniéndose tanto la morfología como el tamaño de los NPs.  
En el fraccionamiento con campo de flujo asimétrico (AF4), se aplica un flujo 
perpendicularmente al canal donde tiene lugar la separación, provocando la retención 
ó focalización de las partículas. En el interior de este canal se encuentra una 
membrana que actúa como filtro de corte (con un tamaño de poro específico) para 
diferenciar las partículas de especies iónicas en disolución. Debido a la amplia 
distribución de tamaño y diferentes propiedades fisicoquímicas, las partículas poseen 
distintos coeficientes de difusión (Bouby et al. 2008). Las NPs se separan como 
resultado de un equilibrio entre la fuerza aplicada perpendicularmente y este 
coeficiente de difusión. Este tipo de fraccionamiento puede operar en dos modos, 
modo normal ó modo estérico. El modo normal se establece cuando los diámetros de 
las partículas son mucho más pequeños que la anchura del canal y por consiguiente, 
tiene lugar una distribución exponencial, y las partículas más pequeñas eluyen 
primero. Por el contrario, la elución en modo estérico tiene lugar cuando se analizan 
partículas más grandes, y en este caso son las partículas de mayor diámetro las que 
eluyen antes. En la figura 8 se muestra un esquema del mecanismo de separación de 
NPs mediante AF4. 
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Figura 8. Mecanismo de separación de AF4 
Aunque FFF ofrece buenas prestaciones en lo que respecta a la separación de 
NPs, la optimización de las condiciones de separación no es una tarea fácil. Existen 
multitud de parámetros que influyen en la eficiencia de la separación debido a 
fenómenos de adsorción, pre-elución, repulsión electrostática de la membrana y 
agregación de las NPs (Montoro Bustos et al. 2013). Los parámetros que más influyen 
en la separación son: composición y pH de la fase móvil, tipo de membrana y espesor, 
caudal del flujo perpendicular o “cross flow”, caudal de detector y tiempo de 
focalización y de inyección (Gigault, Pettibone, et al. 2014). 
La técnica AF4 proporciona información directa sobre los coeficientes de 
difusión y tamaño de las NPs.  Para ello se aplican dos ecuaciones: la ecuación de la 
teoría FFF (1) y la ecuación de Stokes-Einstein (2) 
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(2) 𝐷 =  𝐾𝐵·𝑇
6·𝜋·ƞ·𝑟 
Donde, tr es el tiempo de retención, W el espesor del canal, D el coeficiente de 
difusión de las partículas, Fc el cross flow aplicado, Fout caudal del detector, KB la 
constante de Boltzman, T la temperatura, η la viscosidad del fluido y r el radio de las 
partículas.  
De este modo, el tiempo de retención se puede relacionar con el tamaño de las 
partículas de forma sencilla. Sin embargo, la aplicación de la  teoría FFF  para la 
determinación de tamaños no siempre proporciona una información correcta. En casos 
en los que las NPs se encuentren agregadas, posean una morfología diferente a la 
esférica o establezcan interacciones con la membrana, estás ecuaciones no son útiles, 
siendo necesarios otros métodos de caracterización como la microscopía de 
transmisión electrónica o la técnica DLS. 
En el caso de NPs esféricas y no agregadas, las ecuaciones (1) y (2) permiten la 
determinación del tamaño de las NPs con buena correlación con respecto a los valores 
proporcionados por TEM. Sin embargo, requiere conocer el valor de la viscosidad del 
fluido y muchas veces no se dispone de dicho valor.  Una alternativa al empleo de la 
teoría del AF4, es el empleo de sustancias patrón de tamaño conocido que permitan 
relacionar los tiempos de retención de las NPs con los de los patrones, y así poder 
asignar el tamaño. En este sentido, existen patrones comerciales de AuNPs y de  
nanopartículas de látex de tamaño certificado. Lo más deseable es que la naturaleza de 
las NPs empleadas (analito y calibrante) tengan propiedades físico-químicas similares 
para que su interacción con la membrana sea la misma (Gigault, Nguyen, et al. 2014). 
Sin embargo, en algunos casos pese a que el calibrante y el analito poseen las mismas 
propiedades superficiales, e incluso tamaño, la influencia de la composición química de 
la NP puede contribuir a un  diferente comportamiento en su interacción con la 
membrana. En el caso de nanoparticulas métalicas, un efecto que influye en la 
retención y no aparece descrita en la ecuación clásica de FFF (ecuación 1) es la 
naturaleza del metal.   En este sentido, Gigault & Hackley 2013, evaluaron el efecto de 
la composición química de la NPs en la separación de nanoparticulas del mismo 
tamaño (100nm) pero distinta composición : Au, Se, Ti y nanoparticulas de látex (PSL), 
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empleando las mismas condiciones de separación. Los resultados pusieron de 
manifiesto que la naturaleza del metal tiene una mayor influencia en la retención a 
medida que se incrementa su densidad. Esto explicaría que  los tiempos de retención 
de SeNPs y PSL fueran idénticos (el selenio tiene una baja densidad) mientras que las 
AuNPs y TiO2 NPs aparecían a tiempos de retención distintos, y diferentes entre ellos.  
Una de las grandes ventajas de la técnica AF4 es su posibilidad de emplear 
como sistema de detección el ICPMS, especialmente para la caracterización de 
nanopartículas metálicas. El ICPMS aporta al sistema AF4, la posibilidad de realizar 
análisis multielemental  e isotópico con una elevada sensibilidad  (alcanzando los ng·L-
1), si se compara con la detección UV. A pesar de todas las ventajas proporcionadas por 
esta técnica, todavía existen algunas cuestiones que requieren una investigación más 
exhaustiva: problemas relacionados con la interacción membrana-NPs, el diferente 
comportamiento de las NPs dependiendo de su estructura química y la complejidad en 
la optimización de las condiciones de separación. Frente a las técnicas de microscopía 
electrónica, AF4 ofrece ventajas. La ventaja principal se basa en el número de 
partículas caracterizadas en cada análisis. Por ejemplo en AF4, en un volumen de 
inyección de 50 µL de una suspensión de NPs de concentración comprendida entre 1-
10 mg·L-1, el número de NPs (entre 1-100 nm) puede oscilar entre 103-107, mientras 
que en TEM el número de partículas analizadas es mucho menor, entre 150 y 2000. 
Esto se traduce en que, aunque es conveniente emplear TEM para la confirmación la 
información obtenida mediante AF4, esta es más representativa la muestra. 
 
II.2.3.  La técnica del ICPMS en el campo del análisis de nanopartículas metálicas 
La técnica de ICP-MS se considera como la más adecuada para la cuantificación 
y caracterización de la composición elemental de NPs metálicas y para la 
determinación de impurezas metálicas en NPs no metálicas (Montoro Bustos et al. 
2013). El empleo del ICPMS ofrece la posibilidad de la introducción directa de las NPs 
en el plasma. Sin embargo, ésto puede originar problemas debido a la baja eficiencia 
de nebulización en el caso de que las NPs se encuentren formando agregados de gran 
76 
 
Introducción: Metodologías Analíticas y (Bio)Analíticas 
 
tamaño. En la bibliografía aparecen datos contradictorios en relación a la nebulización 
de NPs. Mientras algunos autores han concluido que la introducción de las NPs 
menores de 2 µm, mediante nebulizadores tipo slurry tienen un comportamiento 
similar a los estándares acuosos comúnmente utilizados en ICP, otros han demostrado 
que está técnica es sólo capaz de ionizar y atomizar NPs esféricas de tamaño 
comprendido entre 5 y 25 nm (Allabashi et al. 2009). Debido a esto, es conveniente 
evaluar en cada ensayo las posibles diferencias en la eficiencia de nebulización. 
 Una aproximación para subsanar estos problemas es realizar un proceso de 
cuantificación off-line mediante la digestión ácida de la dispersión de NPs o de 
fracciones recogidas  a la salida un sistema AF4 y posterior medida por ICPMS. Son 
muchas las metodologías empleadas a tal efecto, desde el empleo de agua regia para 
AuNPs (Allabashi et al. 2009), H2SO4 para TiO2-NPs (López-Heras et al. 2014) y 
HNO3:H2O2  para CeO2NPs (Fabricius et al. 2014). Una alternativa para la 
cuantificación y detección de nanoparticulas es la técnica de single-particle (sp)-
ICPMS. El principio de la técnica es muy sencillo y se basa en la excitación de una única 
NP obtenida tras la nebulización de dispersiones muy diluidas (normalmente se 
requieren concentraciones de 109 NPs·L-1) (Ulrich et al. 2012). Se considera que la 
excitación de una única partícula en el plasma produce una nube de iones cuya 
intensidad de señal es proporcional al tamaño de la partícula (Fabricius et al. 2014). El 
empleo de esta técnica requiere un bajo coste instrumental ya que se encuentra 
disponible en casi todos los laboratorios equipados con ICP-MS. A pesar de ello se 
requieren instrumentos con respuestas rápidas.  La detección por sp-ICPMS va a 
depender de dos factores: (i) el tamaño de la nanopartícula, que debe ser lo 
suficientemente grande como para generar un número de iones detectables por el 
espectrómetro, y (ii) la concentración del número de NPs, que debe ser lo 
suficientemente alta como para permitir contar un número mínimo de eventos. Esto 
implica tener dos límites de detección: un límite de detección por tamaño (LODd) (que 
generalmente se encuentra entre 20 – 30 nm) y un límite de concentración del número 
de nanopartículas de detección (LODNP) (Bolea et al. 2011). 
Laborda et al. han demostrado que la detección de sp-ICP-MS permite obtener 
información detallada, tanto cualitativa como cuantitativa, sobre las diferentes formas 
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físico-químicas de NPs en muestras acuosas sin etapas de separación anteriores para 
AgNPs de 18 nm (Laborda et al. 2011). En muestras medioambientales esta técnica 
también ha sido aplicada con éxito en AgNPs esféricas de 20 nm (Tuoriniemi et al. 
2012). 
A continuación en la tabla 7 se muestran algunos ejemplos concretos de 
aplicaciones de las distintas técnicas cuali- cuantitativas anteriormente desarrolladas 
en esta tesis doctoral, para el estudio y evaluación de SeNPs. 
Para finalizar, las técnicas espectrofotométricas también se han empleado para 
el estudio de NPs aunque la información que proporcionan es más limitada y se reduce 
principalmente a información estructural y requiere de otras técnicas 
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glutatión y BSA) 
Diálisis  Diálisis con H2O durante 72h Cualitativa: TEM, DLS (Kong et al. 2011) 
SeNPs Órganos de rata  Liofilización; digestión con HNO3: H2O2  







Diálisis Diálisis con H2O durante 6h 
Cualitativa: TEM, SEM, FTIR 






Centrifugación Centrifugación 5000 rpm/20min Cualitativa: TEM, EDX, FTIR Cuantitativa: ICP-AES (Zheng et al. 2014) 
SeNPs Vegetal  (Raphanus Sativus) Sonicación 
Extracción con baño ultrasonidos 
Digestión ácida con HNO3: H2O2 
Cualitativa: TEM, EDX,  
AF4-UV-ICPMS  
Cuantitativa: ICP-MS 







Centrifugación Centrifugación 14000 rpm / 15min Cualitativa: TEM, UV-Vis, EDX (Rezvanfar et al. 2013) 
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Diálisis con H2O / 48h 
(1)Digestión ácida HNO3:HClO4 
12h/t.a. 
(2) evaporación 
(3)HCl 6M y dilución con H2O 
Cualitativa: TEM 
Cuantitativa Se: ICP-AES 
 
(Ren et al. 2013) 
SeNPs Fluidos gastrointestinales AF
4-UV-ICPMS Recogida de fracciones 
Cualitativa: TEM, AF4-UV-ICPMS  
Cuantitativa: AF4-UV-ICPMS 
Cuantitativa : ICP-MS 






Diálisis Diálisis con H2O / 48h Cualitativa: TEM, DLS (Wang et al. 2014) 
CdSe/ZnS 
QDs Daphnia Magna Ultra-Filtracción Fitros de 3kDa 
Cualitativa: DLS, AF4-UV-ICPMS  







Cualitativa: UV-Vis, DLS, FTIR 























 L-cisteína ) 





 complejo de Ru ) 
Centrifugación 
Ciclos de sonicación y 
centrifugación con H2O 
4500rpm/10min 















III. METODOLOGÍAS (BIO)ANALÍTICAS PARA LA 
EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS BIOLÓGICOS 
ASOCIADOS A LA EXPOSICIÓN A  
SELENIO Y NANOPARTÍCULAS DE SELENIO  
 
Los estudios toxicológicos son cada vez más necesarios para entender tanto la 
interacción entre las NPs y el medio ambiente, como los efectos de éstas sobre los 
organismos vivos. Aunque no existen unas condiciones experimentales estándar bajo 
las cuales se deban llevar a cabo este tipo de ensayos, sí que se han planteado una 
serie de parámetros críticos que deben ser objeto de estudio e incluyen:  estudio de la 
morfología celular e integridad del citoesqueleto, funcionalidad celular e identificación 
de proteínas y/o marcadores. A continuación se detallan las técnicas (bio)analíticas 
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III.1. Medida de la Viabilidad Celular 
 La evaluación del efecto de las NPs sobre la viabilidad celular puede llevarse a 
cabo mediante la aplicación de uno o varios ensayos que incluyen la integridad de la 
membrana celular, la actividad metabólica o mitocondrial, estrés oxidativo o los 
niveles de apoptosis (evaluando las interacciones de Anexina V o la actividad de las 
caspasas).  
 
III.1.1. Integridad de la membrana celular 
La membrana celular es una membrana delgada semi-permeable que rodea al 
citoplasma de la célula y constituye una barrera funcional. Su función es la de 
mantener la integridad de la célula y controlar el transporte de entrada y salida celular, 
el cual es regulado por transportadores, receptores y rutas metábolicas de secreción. 
Puesto que los compuestos citotóxicos a menudo comprometen la membrana celular, 
la evaluación de integridad de la misma es una de las formas más comunes para medir 
la viabilidad celular y efectos citotóxicos.  
La integridad de la membrana puede evaluarse controlando la presencia en los 
medios de cultivo de sustancias que normalmente se encuentran en el interior de las 
células sanas (Luque-Garcia et al. 2013). Una medida comúnmente empleada es la 
lactato deshidrogenasa (LDH). LDH es una enzima citoplasmática, la cual se manifiesta 
cuando la membrana celular se ve dañada; por lo que la actividad de esta enzima en el 
medio indica la proporción de células no viables (Cho et al. 2013). Existen varios kits 
disponibles comercialmente para llevar a cabo este ensayo, que no implican ningún 
tipo de preparación de la muestra ya que se añaden directamente a los medios de 
cultivo y el producto de reacción resultante (formazán rojo) se mide 
espectrofotométricamente. Utilizando el marcaje de LDH, Hussain et al. pusieron de 
manifiesto que la exposición a NPs de MoO3, Al, Fe3O4, MnO2, y W no produce 
citotoxicidad en células de hígado de rata hasta un nivel de exposición de 100 mg·mL-1, 
mientras que AgNPs resultaron ser altamente tóxicas en esas concentraciones para las 
mismas células (Hussain et al. 2005). 
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Otros procedimientos para estudiar la viabilidad celular implican el empleo de  
marcadores fluorescentes tales como azul de tripano y yoduro de propidio (IP); que 
son compuestos capaces de atravesar libremente la membrana celular cuando ésta ha 
sido dañada provocando la tinción de componentes intracelulares, mientras que no 
afectan a las células sanas. El uso combinado de estos marcadores junto con la 
citometría de flujo (FCM), permite el contaje de células vivas (membrana celular 
íntegra) y células dañadas (Kramer et al. 2009). 
La citometría de flujo (FC, Flow Cytometry) es una técnica de análisis celular 
que mide las características morfológicas (mediante la dispersión de luz) y antigénicas 
(mediante la señal de fluorescencia) que poseen las células. Los citómetros de flujo 
constan de una fuente de excitación (láser) y de un sistema colector para generar y 
recoger las señales luminosas a determinadas longitudes de onda, y posteriormente 
dirigirlas hacia los detectores ópticos. Las células se introducen en el citómetro en 
suspensión mediante un sistema hidráulico. Esta técnica es muy versátil y se puede 
aplicar en el análisis de diferentes niveles celulares: a nivel molecular (proteínas 
extracelulares, secuencias de ADN ó ARN), a nivel subcelular (liposomas, núcleos, 
cromosomas y otros orgánulos aislados), a nivel celular (bacterias, hongos, células 
animales y vegetales) y a nivel supracelular (organismos pluricelulares y fusiones 
celulares). El empleo del kits comerciales de tinción que implican: i) marcación de 
ácidos nucleicos con SYTOX  el cual discrimina en base a la integridad de membrana ó 
ii) marcación de enzimas liberadas (esterasa) tras la ruptura de la membrana celular 
como  la 6-carboxifluoresceína diacetato (cFDA),  combinados con los marcadores de 
ácidos nucleicos (DAPI ó IP), son empleados habitualmente para el estudio de la 
viabilidad bacteriana  en aplicaciones alimentarias y medioambientales. La selección 
del procedimiento más adecuado dependerá de varios factores incluyendo la fisiología 
celular e información requerida (Zotta et al. 2012). De hecho, en bacterias ácido 
lácticas, el empleo de distintos tipos de marcación es una constante en los trabajos de 
investigación, sin seguir protocolo alguno para su elección (Rault et al. 2007; Geng et 
al. 2014; Bensch et al. 2014). 
Como cualquier técnica de análisis, la FC presenta ventajas e inconvenientes. 
Entre sus ventajas destacan: el análisis de un número significativo de células, la 
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posibilidad de medir células individuales, y de utilizar múltiples marcajes en una sola 
célula con el objetivo de evaluar diferentes parámetros. Sin embargo, la información 
sobre la morfología celular es escasa y es incapaz de proporcionar información de la 
localización del analito en un tejido.  
 
III.1.2. Actividad metabólica 
Una indicación temprana de daño celular es una reducción en la actividad 
metabólica. Por lo tanto, los ensayos que permiten la medida de las funciones 
metabólicas tales como los niveles de ATP o actividad mitocondrial se han empleado 
frecuentemente para evaluar la toxicidad de las nanopartículas metálicas. Uno de los 
métodos más ampliamente utilizados es el ensayo con 3-(4, 5-dimetil-2-8 tiazolil)-2, 
bromuro de 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), que mide el potencial de reducción de la 
célula. Se basa en la capacidad de las células sanas para reducir el MTT a formazán 
mediante la acción de las reductasas mitocondriales. El formazán es un compuesto 
coloreado cuya absorbancia se puede medir espectrofotométricamente a una longitud 
de onda entre 500-600 nm. Las células se incuban con MTT entre 4-5 horas y, los 
cristales formados de formazán se disuelven en sulfóxido de dimetilo (DMSO) (u otro 
disolvente orgánico) antes de su detección colorimétrica. 
El ensayo con MTT se ha empleado para estudiar la citotoxicidad de distintos 
tipos de NPs.  Así,  la exposición de la línea celular MCF-7 a SeO2 y SeNPs, demostró el 
menor efecto citotóxico de las NPs en comparación con el Se(IV). La concentración 
necesaria para causar el 50% de la muerte celular (IC50) en células tratadas con SeNPs 
fue de 41.5 ± 0.9 µg·mL-1, sin embargo este mismo efecto con SeO2 fue producido a 
muy bajas concentraciones 6.7 ± 0.8 µg·mL-1 (Forootanfar et al. 2014). También este 
ensayo se aplicado con éxito en bacterias lácticas para evaluar el papel protector del 
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III.1.3. Evaluación del estrés oxidativo 
El estrés oxidativo está asociado a un incremento en la producción de especies 
oxidantes o a una significativa disminución de las defensas antioxidantes celulares. 
Cuando las células son expuestas a condiciones de estrés pueden generar especies 
reactivas de oxígeno (ROS), entre las que se encuentran radicales hidroxilo (OH·), 
aniones superóxido (O2-), y peróxido de hidrógeno (H2O2). Cuando la concentración de 
estas especies es muy elevada, se produce daño celular e incluso apoptosis. Muchos 
estudios han considerado el aumento de los niveles de ROS como uno de los efectos 
inducidos por las NPs.  
Uno de los ensayos más usados para medir la producción intracelular de ROS es 
el diacetato de diclorofluoresceína (H2DCF-DA, Dichloro-dihydro-fluorescein 
diacetate). Se trata de un compuesto exógeno, hidrofóbico y no fluorescente que 
rápidamente penetra en la célula por difusión pasiva, donde se hidroliza a 
diclorofluoresceína (DCFH) por la acción de esterasas y, posteriormente se oxida por la 
presencia de ROS a la forma fluorescente diclorofluorescina (DCF) (von Moos & 
Slaveykova 2014). Este método ha sido ampliamente aplicado tanto en organismos 
eucariotas (Wang et al. 2014) como procariotas (Battin & Brumaghim 2009b). 
Siguiendo este procedimiento, Konczol y col. demostraron que la producción de ROS 
en células epiteliales aumentó tras la incubación con NPs de Fe2O3, siendo este efecto 
dependiente del nivel de exposición (Könczöl et al. 2011). 
La determinación de glutatión (GSH) proporciona también buenos resultados 
para la detección de  los niveles de ROS por debajo de la concentración crítica que 
induce estrés oxidativo. La relación GSH y disulfuro glutatión (GSSG) es un buen 
indicador de desequilibrio, dado que se encarga de regular el balance redox y funciona 
como indicador de protección o daño celular (M. Wang et al. 2007). 
Por último, la peroxidación lipídica es la medida indirecta más común ya sea 
por determinación de productos de peroxidación secundarios tales como 
malondialdehído (MDA), TBARS o dienos conjugados (por espectrofotometría) ó por 
determinación de  la composición de lípidos. Ambos MDA y TBARS, se emplean  
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habitualmente para la evaluación de los efectos de la exposición de bacterias y células 
eucariotas a NPs. De esta forma se han detectado  elevadas concentraciones de MDA 
en una gran variedad des microalgas, incluyendo C. Reinhardtii tras su exposición a NPs 
de (0.1–100 mg·L-1) durante 8 h, mostrando signos de aclimatación y regeneración 
después de 72 h (von Moos & Slaveykova 2014).  En otro estudio se detectó un 
incremento del nivel de MDA en riñón de ratones  expuestos a SeMet y SeNPs durante 
6h, Los mayores niveles de MDA en presencia de  SeMet  en comparación a SeNPs 
podría indicar  que las SeNPs producen un menor estrés oxidativo (H. Wang et al. 
2007). 
 
III.1.4. Medida del grado de apoptosis 
La exposición de las células a NPs puede incrementar la producción de ROS y 
peroxidación lipídica, como se ha descrito previamente, pudiendo causar en último 
momento la apoptosis celular. La apoptosis es una forma regulada genéticamente de 
muerte celular programada, esencial para el desarrollo y viabilidad de los organismos. 
Los cambios fisiológicos implicados en el proceso incluyen la condensación de la 
cromatina, fragmentación del ADN, exposición de la fosfatidilserina (PS) al exterior 
celular y proliferación de caspasas. A pesar de que existen varias estrategias para 
evaluar la apoptosis celular utilizando proteínas como marcadores, como Bax, Bcl2, 
p53 y caspasas. Sin embargo, los dos métodos más comunes son: medida del potencial 
de la membrana mitocondrial y el ensayo con Anexina-V, combinados con la citometria 
de flujo. 
La mitocondria actúa como punto de integración de las señales apoptóticas 
originadas tanto por mecanismos extrínsicos como intrinsícos, la pérdida de potencial 
de membrana mitocondrial puede estar asociada a la activación de las caspasas y a la 
consiguiente activación de las cascadas apoptóticas. Mediante este procedimiento, 
Chen y col. demostraron que las SeNPs potenciaban la apoptosis de células de 
melanoma humanas (T. Chen et al. 2008). El porcentaje de células con la membrana 
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despolarizada aumentó aproximadamente un 25 % cuando las células fueron tratadas 
con las NPs. 
La anexina-V  combinada con la citometría de flujo es otro ensayo empleado 
para la medida de apoptosis. La anexina-V es una proteína que se une específicamente 
al fosfolípido fosfatidilserina (PS, phophatidylserine), el cual se encuentra en la cara 
interna de la membrana plasmática y es expuesto en la cara externa de dicha 
membrana cuando comienza el proceso de apoptosis. De esta forma, la anexina-V 
conjugada con un fluoróforo como el FITC, puede identificar selectivamente a las 
células apoptóticas uniéndose a la PS. La anexina-V se utiliza generalmente junto con 
el ioduro de propidio (IP) que, como se ha comentado anteriormente, es un 
fluorocromo no covalente que se une al ADN celular de células en las que la membrana 
está totalmente dañada. De esta forma es posible diferenciar entre células apoptóticas 
(positivas a la anexina) y células necróticas (muerte celular provocada por un agente 
nocivo que causa una lesión tan grave que no se puede reparar). Es importante 
mencionar que ciertos fluorocromos pueden ser adsorbidos en la superficie de las NPs, 
pudiendo causar la fluorescencia de las mismas, alterando así los resultados del ensayo 
de la citometría de flujo. Además, la internalización celular o deposición de NPs puede 
impedir la correcta unión de los fluorocromos a sus moléculas diana. (Luque-Garcia et 
al. 2013). 
En el caso de bacterias, no podemos hablar de proceso apoptótico como tal con 
la aplicación del ensayo de Anexina-V, sino más bien se debe hablar de inducción a la 
exposición de PS (Dwyer et al. 2012). En las bacterias, los niveles de PS generalmente 
representan un porcentaje muy bajo dentro de los fosfolípidos que conforman la 
membrana celular bacteriana (Matsumoto 1997), debido a su rápida conversión a 
fosfatidiletanolamina por acción de la enzima fosfatidildescarboxilasa (Psd) (Schuiki & 
Daum 2009). Es cierto que algunos autores consideran la existencia de apoptosis en 
organismos procariotas como resultado de la evolución y  en un mecanismo similar a 
las eucariotas, y como respuesta a estrés terminal. A modo de ejemplo,  Dwyer et al. 
2012. observaron la presencia de marcadores apoptóticos  (RecA, ClpP, exposición de 
PS, condensación de cromatina, fragmentación ADN)en la exposición de determinadas 
bacterias  a la presencia de antibióticos (Dwyer et al. 2012).  
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III.2. Internalización y Localización Intracelular 
Cuando se estudia la interacción de NPs con organismos vivos y células, uno de 
los factores clave es la evaluación de la internalización y localización de  las NPs en el 
interior celular y tejidos. La cuantificación de NPs  metálicas acumuladas en la célula o 
en la bacteria se lleva acabo principalmente mediante técnicas analíticas sensibles 
como ICP-MS previa digestión acida del pellet bacteriano o celular. Sin embargo la 
localización de las NPs requiere la aplicación de una técnica análisis de resolución 
espacial, como técnicas microscópicas. Sin embargo, los protocolos de preparación de 
la muestra  son diferentes a los empleados para la caracterización de NPs por tamaño y 
morfología. A continuación, se describen brevemente las técnicas microscópicas mas 
empleadas para la localización intracelular de NPs. 
 
III.2.1.Técnicas microscópicas 
La exposición a agentes citotóxicos puede provocar alteraciones morfológicas 
en membrana celular y / o forma de la célula. Por lo tanto, no es sorprendente que la 
visualización de las alteraciones morfológicas se considere como un índice primario de 
la toxicidad. Los efectos citotóxicos de las NPs sobre una determinada línea celular 
pueden diferir dependiendo del tiempo de exposición y la concentración de NPs en el 
medio de cultivo. Es importante comentar que es la concentración de nanopartículas 
internalizadas la que va tener influencia real sobre los efectos citotóxicos. Por este 
motivo, la obtención de información sobre la localización intracelular de las NPs es de 
vital importancia para poder establecer las interacciones que tienen lugar entre las NPs 
y células. La asimilación de NPs por parte de la célula no sólo depende de la 
concentración inicial de éstas, sino de otras propiedades como su tamaño, forma, 
agente estabilizante, y carga superficial de la NPs.  
 Dentro de las técnicas de microscopía, son el TEM, SEM y AFM las más 
empleadas para este tipo de ensayos. La técnica SEM permite la visualización de 
alteraciones en la morfología celular y la TEM diferencia las NPs localizadas en el 
interior de la célula ó tejidos con respecto a aquellas que se encuentran adheridas a la 
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superficie. A la hora de llevar a cabo un análisis de este tipo es necesario emplear 
agentes fijadores como: aldehídos (glutaraldehído y paraformaldehído), que se unen a 
grupos amino preservando la estructura celular, y tetraóxido de osmio, usado 
generalmente como fijador secundario, que se une a lípidos insaturados y a algunas 
proteínas mejorando la densidad electrónica. Mediante esta técnica se ha puesto de 
manifiesto cambios en la apariencia de las vacuolas y un incremento de las vesículas 
lipídicas en  Saccharomyces Cerevisae  después de su exposición a  NPs de CuO, ZnO, 
TiO2 y Ag (Bayat et al. 2014). 
Además de la microscopía electrónica, existen otras técnicas como la técnica de 
imagen de ultra-alta resolución (URI, Ultrahigh Resolution Imaging). Ésta es una 
técnica que permite observar las interacciones entre NPs y células de una manera 
directa, sin necesidad de una tediosa preparación de muestra y sin la utilización de 
agentes fluorescentes. Simplemente, variando el plano focal se pudo verificar  la 
asimilación por parte de las células de agregados de TiO2NPs.  Sun y col. emplearon la 
microscopía de fluorescencia (FM, Fluorescence Microscopy) o CLM, para la 
visualización In vivo y Ex Vivo  de la disminución del tamaño de tumores en tejidos de 
corazón, hígado, riñón y pulmón de ratas tras su exposición a SeNPs, en este caso la  
marcación se realizó con la funcionalización de las NPs con un complejo de Ru 
fluorescente (Sun et al. 2014). Sin embargo es importante comentar que la 
funcionalización de las NPs puede alterar sus propiedades físico-químicas originales. 
Entre los fluorocromos más utilizados en bio-análisis se encuentran: FITC, ALEXA 488, 
BODIPY-FL, ioduro de propidio, Mito-Tracker Red y Rodamina, entre otros. Por último, 
la Microscopia de Campo Oscuro (DFM, Dark Field Microscopy) es capaz de 
proporcionar una visión general de las NPs no fluorescentes en el interior de las 
células, ya que como resultado se ve una imagen brillante superpuesta a un campo 
oscuro. Los estudios utilizando esta técnica son muchos más limitados, y comúnmente 
se emplea en el análisis de NPs de Au y Ag (Joshi et al. 2008). Una ventaja de este 
método es la alta resolución para muestras con distintos tipos de NPs o agregación de 
ellas; a pesar de que requiere altas diluciones de la muestra para que no se 














IV. METODOLOGÍAS  PARA LA  
EVALUACIÓN DE  LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE  
Determinación de la Capacidad Antioxidante 
El estrés oxidativo y la producción incontrolada de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) se han identificado como una de las razones más importantes de la 
progresión patológica de muchas enfermedades y varios tipos de cánceres. Las células  
han desarrollado diferentes mecanismos para defenderse del efecto peligroso de los 
ROS, tales como la conversión enzimática de radicales libres y destoxificación mediante 
el empleo de antioxidantes. En la actualidad existe un gran interés en el estudio de 
nuevos compuestos con propiedades antioxidantes, uno en los que se centra esta 
memoria son las SeNPs. Las excelentes propiedades biológicas de las SeNPs junto con 
su baja toxicidad han generado un gran interés y están introduciendo a esta forma de 
Se como un buen candidato para reemplazar a otras formas de Se en alimentos y 
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Los compuestos antioxidantes se pueden clasificar en dos categorías 
dependiendo de su naturaleza: antioxidantes naturales (ricos en compuestos fenólicos 
y presentes principalmente en vegetales, frutas, aceites esenciales…)(Ou et al. 2002; 
J.R. Liu, M.J. Chen 2005) y, antioxidantes sintéticos. Los métodos más empleados para 
la determinación de la capacidad antioxidante de un compuesto (natural o sintético) 
incluyen la capacidad de absorción de radicales oxígeno (ORAC), la capacidad 
antioxidante equivalente a trolox (TEAC) ,2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y, el 
potencial antioxidante reductor férrico (FRAP) (Dudonne et al. 2009). Estos métodos 
han sido clasificados en dos grupos en función de los mecanismos de reacción: 
transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), y transferencia electrónica (ET) (Roy et 
al. 2010).  
 
En los métodos basados en ET (reacción 1) como FRAP, TEAC y DPPH los 
compuestos antioxidantes son oxidados. Como resultado, se transfiere un único 
electrón desde la molécula antioxidante al oxidante. La variación en la Absorbancia 
permite cuantificar la capacidad reductora del antioxidante (Ou et al. 2002).  
Los métodos basados en HAT (reacción 2 y 3) como ORAC, utilizan un iniciador 
radical para general radicales peróxidos ROO•, los cuales van a captar el átomo de 
hidrógeno de un compuesto antioxidante preferentemente. Como resultado, la 
reacción entre ROO• y la molécula fluorescente empleada como marcador modifica su 
fluorescencia. 
En el caso del método DPPH, la captura del DPPH por los antioxidantes produce 
una disminución de la Absorbancia a 515 nm (Pieniz et al. 2014). Este método se ha 
aplicado para la determinación de la capacidad antioxidante de las SeNPs. Las 
conclusiones más relevantes de este tipo de estudios es que, por un lado;  la capacidad 
antioxidante de las SeNPs depende de su tamaño, con los valores óptimos en el 
M(n) + A-H        M(n - 1) + A-H+               (1) 
ROO• + A-H       ROOH + A•                       (2) 
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intervalo de 5-200 nm (Peng et al. 2007), y por otro que las SeNPs presentan una 
mayor capacidad antioxidante que el selenito (Forootanfar et al. 2014). 
Paradójicamente, los resultados obtenidos tras la comparación con el método FRAP 
demostraron una tendencia inversa, es decir las SeNPs ofrecen menor capacidad 
antioxidante, lo que se atribuyó la parcial solubilización de las SeNPs en el medio de 
reacción empleado en el FRAP. 
En el método FRAP, los compuestos antioxidantes presentes en la muestra 
reducen el complejo Fe3+/tripiridiltriazina presente en exceso estequiométrico a Fe2+, 
provocando un incremento de la Absorbancia a 593 nm. Dicho incremento es 
proporcional al potencial antioxidante de los compuestos ensayados (Ou et al. 2002). 
Las limitaciones que presenta esta metodología, es por un lado la lenta cinética que 
presenta la reacción no siendo práctico su uso y, por otro lado, las posibles 
interferencias debido a la absorción a 593 nm de otros compuestos (como por 
ejemplo, extractos vegetales coloreados) donde ORAC no presentaba inconvenientes 
(Prior et al. 2003). 
La metodología seguida mediante el método TEAC, es similar a la empleada por 
DPPH, salvo en el empleo del ácido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 
(Trolox, un análogo de la vitamina E) en lugar del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 
(Prior et al. 2003), midiéndose la Absorbancia a 734 nm. Este método fue el empleado 
para determinar la capacidad antioxidante de una nueva especie de selenio 
encontrada en pescados, selenoneína (Yamashita & Yamashita 2010). También se ha 
empleado para evaluar la capacidad antioxidante de SeNPs en el rango de 5-200 nm 
(Huang et al. 2003), observándose en todos los casos que el efecto “scavenging” es 
muy superior al observado con Na2SeO3 para una misma concentración de Se. 
Sin embargo, el método que presenta mayor relevancia para la determinación 
de la capacidad antioxidante es el es el método ORAC (Prior et al., 2003). En el método 
modificado por Pezo et al. de radicales libres (Pezo et al. 2008), se genera una 
corriente de radicales hidroxilo OH• mediante una lámpara UV y una corriente de 
H2O2, estos radicales van a ser atrapados por los compuestos antioxidantes y el exceso 
de radicales reacciona con el ácido salicílico, generando el compuesto ácido 2,5-
92 
 
Introducción: Metodologías Analíticas y (Bio)Analíticas 
 
dihidroxibenzoico (2,5-DHB) el cual se determina su fluorescencia a 474 nm. De esta 
manera se puede determinar de forma directa la capacidad antioxidante de un 
compuesto y la hidroxilación ó formación de 2, 5-DHB.  
 
 
Figura 9. Reacciones producidas en el método ORAC 
El método ORAC requiere equipamiento más caro y tiempos de ensayo más 
largos, pero es hasta la fecha el único método que tiene  en cuenta la acción de los 
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Los objetivos principales de la investigación recogida en la presente memoria 
están orientados a la síntesis y caracterización de SeNPs, y su aplicación a la industria 
alimentaria con dos enfoques:  
- Desarrollo de alimentos enriquecidos en selenio (basados en procesos  de 
fermentación láctica y vegetales). Para ello se realizará un estudio completo de 
la acumulación, biotransformación y potencial toxicidad de las SeNPs en 
bacterias lácticas (Lactobacillus Bulgaricus ) y rábanos ( Raphanus Sativus) 
- Desarrollo de envases multicapa flexibles con capacidad antioxidante mediante 
la incorporación de las SeNPs en el adhesivo.  Para ello, se llevará a cabo la 
evaluación de la capacidad antioxidante y la posible migración de las SeNPs 
desde el envase al contenido. 
Para conseguir estos objetivos generales se proponen los siguientes objetivos 
concretos: 
1)  Síntesis y caracterización de nanopartículas de Selenio. La síntesis se 
realizará empleando distintos agentes estabilizantes (polimeros y tensioactivos no 
iónicos) compatibles con la industria alimentaria. La caracterización de las SeNPs 
obtenidas, en relación con tamaño y morfología, se llevará a cabo mediante  
microscopía de transmisión electrónica (TEM) y fraccionamiento en flujo con campo de 
flujo asimétrico (AF4) acoplada a UV-VIS e ICPMS.  
2) Acumulación, biotransformación y toxicidad de SeNPs en bacterias lácticas 
y plantas. El estudio supondrá el desarrollo de una metodología analítica que implica 
una gran variedad de técnicas  como la espectrometría de masas con plasma de 
acoplamiento inductivo (ICPMS) y el HPLC-ICPMS para la determinación de selenio 
total y sus especies, respectivamente; la citometría de flujo con distintos ensayos para 
establecer la viabilidad,  y por último la microscopia de transmisión electrónica para 
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evaluar la internalización de las SeNPs. Los resultados obtenidos se compararán con los 
proporcionados con el selenito sódico que es la forma habitual de suplementar 
selenio. 
 3) Desarrollo de nuevos envases alimentarios basados en la tecnología 
multilaminar e incorporación de nanopartículas de selenio como agentes 
antioxidantes. En este punto, los trabajos realizados se centrarán en evaluar la 
capacidad antioxidante de distintos materiales con nanopartículas de selenio como 
material activo y la capacidad de migración de dichas nanopartículas del envase al 
alimento. 
4) Paralelamente a los diferentes trabajos de investigación plasmados en esta 
memoria, uno de los objetivos más importantes ha sido la formación profesional y 
personal continuada mediante la realización de otras actividades científicas que se 
recogen a continuación: 
4.1 Realización de revisiones bibliográficas enfocadas a profundizar en el 
estudio de las selenoproteínas. 
4.2 Desarrollo de trabajos de investigación complementarios enfocados en la 
cuantificación y especiación de selenio en muestras de ensilajes enriquecidas 
en presencia de seleniato sódico.  
4.3 Supervisión de la investigación de estudiantes y participación de forma 
activa en actividades docente del Departamento de Química Analítica. 
4.4 Realización de 8 artículos publicados o en fase de publicación  y 
presentación de 5 comunicaciones (tanto  orales  como en forma de poster) en 



















Síntesis, Caracterización y Biotransformación de Nanopartículas de Selenio.  
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IV. PARTE EXPERIMENTAL  
 







Capítulo I.  
Síntesis y Caracterización de Nanopartículas de Selenio 
 
El descubrimiento de las propiedades singulares de las nanopartículas, respecto 
a partículas de mayor tamaño con la misma composición, está revolucionando el 
mundo de la ciencia y la tecnología, abriendo camino a aplicaciones hasta ahora 
impensables. La mayor reactividad de las NPs está principalmente influenciada por su 
elevada relación área superficial/volumen, y por la presencia de numerosos defectos 
superficiales y sitios catalíticamente activos, características que hacen que la 
reactividad de las NPs sea aproximadamente 1000 veces superior respecto a las 
micropartículas o materiales “bulk”. Además, esta reactividad puede modificarse 
mediante el recubrimiento o la funcionalización de su superficie. Todo esto hace que 
las NPs posean una elevada actividad biológica, ofreciendo unas interesantes 
aplicaciones en muchos sectores, uno de ellos el de la alimentación tanto humana 
como animal. Algunas de las aplicaciones de las NPs en este sector son el desarrollo de 
envases alimentarios con propiedades antimicrobianas o antioxidantes, encapsulación 
de nutrientes, desarrollo de suplementos alimenticios, utilización como aditivos.  
Como se ha puesto de manifiesto en la Introducción de esta Tesis, la correcta 
caracterización de las NPs no es una tarea fácil y requiere la utilización de técnicas muy 
diversas. Por otra parte, la aplicabilidad de las NPs supone una evaluación previa  de su 
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toxicidad. Los procesos de acumulación y biotransformación de NPs   en sistemas 
biologicos pueden  alterar las NPs y modificar su toxicidad.   
En el trabajo (“Effect of capping agents on size and morphology on selenium 
nanoparticles: Analytical characterisation by Asymmetrical Flow Field-Flow 
Fractionation coupled to Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry and 
Transmission Electron Microscopy”.  Analytica Chimica Acta (Enviado)) se ha realizado 
la caracterización por tamaño, morfología y composición de las SeNPs sintetizadas 
mediante la reducción de selenito sódico con ácido ascórbico en presencia de 
diferentes agentes estabilizantes (polímeros y tensioactivos no iónicos), así como la 
optimización de distintos parámetros de la síntesis (concentración de agente 
estabilizante, relación de agente reductor/Na2SeO3 y pH). Las SeNPs obtenidas fueron 
estables y de geometría esférica (excepto en el caso de luminol que se obtuvieron 
nanohilos), con un diámetro de tamaño de partícula siempre inferior a 100nm.  En este 
trabajo, se puso de manifiesto como el tamaño de las SeNPs queda determinado por 
las condiciones de síntesis y características del agente estabilizante, obteniéndose 
tamaños de NPs mayores al aumentar la concentración del mismo. Los agentes 
estabilizantes fueron seleccionados en base a ser compuestos habituales y permitidos 
en la industria alimentaria.  
La caracterización de las SeNPs se realizó mediante la técnica de 
fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico (AF4) acoplada al  UV-VIS e 
ICPMS. Durante el desarrollo de esta metodología se optimizaron diferentes variables 
experimentales como: el caudal del flujo perpendicular “cross flow”, tiempo de 
inyección/focalización, composición de la fase móvil, tipo de mebrana y espesor de la 
membrana. Los parámetros se optimizaron en función de la resolución de la 
separación y de la recuperación,  con el objeto de minimizar las interacciones NPs- 
membrana. La determinación del tamaño de las SeNPs  se llevó a cabo mediante la 
calibración del sistema con  nanoparticulas de látex de tamaño controlado.  Los 
resultados obtenidos, tras la aplicación del método de calibración propuesto, se 
validaron mediante la comparación con los tamaños de SeNPs  obtenidos mediante 
TEM, no existiendo diferencias significativas entre los resultados proporcionados por 
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ambas técnicas, debido fundamentalmente a que las SeNPs presentan una morfología 












































I.1. Efecto del Agente Estabilizante en el tamaño y morfología de SeNPs:  
Caracterización Analítica mediante Fraccionamiento de Flujo 
con Campo de Flujo Aplicado (AF4) acoplado a ICPMS y 
Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM) 
 
“Effect of Capping Agents on Size and Morphology on Selenium 
Nanoparticles: Analytical Characterisation by Asymmetrical Flow Field 
Flow Fractionation coupled to Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry and Transmission Electron Microscopy” 






Parte de los resultados de este trabajo se presentaron en: 
“XVIII Reunión de la Sociedad Española de Química” Úbeda, España, Junio 2013. Tipo 
de Presentación: Comunicación Oral 
“(Bio)Analytical Strategies for Speciation and Ecotoxicity Studies – Fall School” Madrid, 
España, Mayo 2014. Tipo de presentación: Póster. 
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Biotransformación y Toxicidad de SeNPs 
en Bacterias Lácticas y Plantas 
 
El selenio es considerado un micronutriente esencial para humanos y animales, 
debido principalmente a sus propiedades antioxidantes y a otras funciones biológicas 
desempeñadas principalmente por las selenoproteínas. Sin embargo, se ha 
comprobado que este nutriente esencial se encuentra por debajo de los niveles  de 
ingesta adecuados en la población de numerosos países. Por todo esto y, dado que la 
principal fuente de incorporación de selenio en el organismo es a través de la dieta, 
una línea de investigación de interés es el desarrollo de alimentos funcionales y 
suplementos nutricionales enriquecidos con selenio. 
Las bacterias ácido lácticas (LAB) tienen una gran presencia en la industria 
alimentaria, siendo ampliamente empleadas en procesos de fermentación láctica para 
la preparación de una gran variedad de alimentos. En concreto, Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Bulgaricus (L. Bulgaricus), es una bacteria láctica, que actúa 
sinérgicamente con Streptococcus Thermophilus como iniciadores de cultivos en la 
manufactura de alimentos producidos en una fermentación láctica (como quesos o 
yogurt). Ciertas especies de LAB, entre las cuales se encuentran L. Bulgaricus, 
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presentan la capacidad de unir metales en su superficie y transportarlos/almacenarlos 
en su interior por un complejo proceso que depende de las características del ión del 
metal, propiedades fisiológicas de las bacterias y características físico-químicas del 
medio ambiente/cultivo. Se han descrito dos mecanismos para este proceso: 
bioadsorción (proceso pasivo no metabólico) y bioacumulación (proceso metabólico 
donde los iones pasan la membrana celular y, se acumulan en el interior celular de 
manera asociada al crecimiento de la célula). En el caso de las NPs, además de las 
características/propiedades de los metales involucrados en las mismas, hay que sumar 
aspectos como el tamaño, la morfología y el estabilizante empleado en la preparación 
de las mismas. 
  Las bacterias L. Bulgaricus presentan una elevada tolerancia y capacidad de 
transformar selenio inorgánico en especies orgánicas (selenoamino ácidos), las cuales 
son más seguras y nutricionalmente más activas. En este capítulo se ha aprovechado la 
capacidad de Lactobacillus Bulgaricus para biotransformar selenio inorgánico a 
especies de selenio orgánico.  Hasta el momento, aunque son muchos los estudios 
enfocados a evaluar los efectos del selenio en LAB, en la mayoría de los casos las 
únicas especies de selenio implicadas son las formas inorgánicas (Se(IV) y Se(VI)) y 
orgánicas como (SeMet, SeCys2, SeMeSeCys). Las propiedades biólogicas de las SeNPs 
junto a su baja toxicidad podrían ser una buena alternativa para sustituir las formas 
convencionales de selenio para la preparación de suplementos nutricionales basados 
en procesos de fermentación láctica.  
En los trabajos que se detallan a continuación se  recogen los estudios 
relacionados con la capacidad de las bacterias lácticas de biotransformar el selenio 
cuando se suplementa  en forma de SeNPs y de selenito (este último a efectos 
comparativos).  
En el primer trabajo presentado (“Se metallomics during lactic fermentation of 
Se-enriched yogurt”. Food Chemistry, 164 (2014) 371) se expone el estudio llevado a 
cabo sobre la  biotransformación de selenio, suplementado en forma de selenito; e 
incorporación a proteínas durante el proceso de fermentación láctica para la 
preparación del yogurt. En el mismo, se demostró la capacidad de LAB para 
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transformar el selenio, obteniéndose un producto final como es el yogurt enriquecido 
en seleno aminoácidos.  Se evaluó la distribución de Se en la fracción proteica soluble 
(la cual es más bioaccesible para su asimilación en el organismo humano). Además, la 
aplicación de la espectrometría de masas y técnicas de proteómica permitió la 
separación e identificación de proteínas presentes en el Yogurt enriquecido en Se. El 
resultado mas reseñable de este trabajo  es la ausencia de chaperonas (una proteína 
que se expresa en condiciones de estrés celular) en los yogures enriquecidos en 
selenio con respecto a los control (preparados en ausencia de selenio). Esto puede 
indicar que el Se juega un papel clave en la expresión de las mismas, colaborando a 
disminuir los factores de estrés (temperatura, pH) que puedan afectar a LAB.  
Dentro de este capítulo,  se recogen además los resultados obtenidos en la 
evaluación del efecto de las SeNPs preparadas con diferentes agentes estabilizantes 
sobre  las bacterias Lactobacillus Bulgaricus.  Para ello las bacterias se cultivaron en 
presencia de SeNPs y selenito ( este último a efectos comparativos)  a dos niveles de 
exposición 1 y 10 mg Se L-1  y durante 24, 48 y 72 horas de incubación. La realización 
de estos estudios implicó el desarrollo de metodologías que combinan una gran 
variedad de técnicas: Técnicas de microscopía electrónica para la localización de las 
SeNPs en el interior de las bacterias y detección de posibles daños en la estructura de 
las mismas y las  técnicas de ICPMS e HPLC-ICPMS para la cuantificación de la 
concentración de selenio acumulado por las bacterias y su posible transformación una 
vez que el selenio ha sido  acumulado por la bacteria, respectivamente.   
Para la evaluación de la la viabilidad bacteriana tras la exposición de las 
bacterias a Se(IV) y SeNPs, se empleó la técnica de citometría de flujo empleando 
distintos marcadores fluorescentes como Syto9 e IP. Así mismo, se realizó el estudio 
sobre la exposición de fosfatidilserina como marcador apoptótico en Lactobacillus 
Bulgaricus, a través de la marcación mediante Anexina-V usando la técnica de 
citometría de flujo  
El primer paso realizado, se recoge en el trabajo titulado “Understanding the 
accumulation, biotransformation and toxicity of selenium nanoparticles in 
Lactobacillus Bulgaricus”, Analyst (Enviado)) donde se evalúan las potenciales ventajas 
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y capacidad de absorción / acumulación de selenio suplementado en forma SeNPs 
modificadas con chitosan (CS- SeNPs) con respecto a su suplementación como selenito 
sódico. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que  las bacterias acumulan y 
biotransforman las  CS-SeNPs  con más facilidad y rapidez que el selenito. Los 
principales compuestos orgánicos detectados en las bacterias tratadas con CS-SeNPs  
fueron SeCys2 y SeMet, el primero con importantes capacidades antioxidantes.  La 
observación ultramorfológica de las bacterias mediante TEM sugiere que las CS-SeNPs 
penetran en la bacteria sin ocasionar daños, manteniendo la viabilidad bacteriana (en 
relación con bacterias que no han sido expuestas). Por el contrario, las bacterias 
fueron menos tolerantes a la presencia de selenito sódico. El selenito sódico origina 
daños irreversibles en la membrana bacteriana, disminuyendo la viabilidad (en 
comparación a bacterias control). Es importante destacar que en aquellas bacterias 
tratadas con selenito se detecto la presencia de SeNPs sintetizadas biológicamente  y 
como resultado de un mecanismo de destoxificación. 
Una vez comprobada la posibilidad de emplear SeNPs como alternativa al 
selenito sódico para la suplementación de Se en procesos de fermentación láctica, en 
el siguiente trabajo (“Evaluation of coating material dependent on toxicity of SeNPs 
to L. Bulgaricus”, Analytical and bioanalytical chemistry (Enviado)) se evaluó el efecto 
de otras SeNPs sintetizadas con diferentes agentes estabilizantes y por tanto con 
distintos tamaños. Los agentes estabilizantes ensayados fueron: chitosan, hidroxietil 
celulosa y un tensioactivo no iónico. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto 
que el agente estabilizante ejerce un papel importante sobre la toxicidad de las SeNPs, 
tema que no es tratado suficientemente en la mayoría de los trabajos relacionado con 
la toxicidad de las NPs.  
Como se ha comentado en el apartado de Introducción de esta Tesis, otra 
estrategía para incrementar el estatus de selenio en las poblaciones es mediante la 
bioforticación de cultivos, es decir, la aplicación de fertilizantes enriquecidos en 
selenio, bien al suelo o de forma foliar. Las plantas, dependiendo entre otros factores 
de la especie vegetal, son capaces de acumular y transformar selenio. A pesar de que 
este elemento no ha sido clasificado como un elemento esencial para las plantas, su 
papel es considerado beneficioso debido a que es capaz de acumularse e incorporarse 
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en grandes cantidades; estando su distribucción en la planta influida con la 
concentración y la forma química en que se encuentra en el medio de cultivo.  
Tradicionalmente, los estudios de acumulación y biotransformación de selenio en 
plantas se han realizado mediante la suplementación de formas inorgánicas de selenio  
tanto al suelo como a medios hidropónicos.  Los resultados han puesto de manifiesto 
que el selenito, una vez acumulado por la planta, ésta lo biotransforma a selenoamino 
ácidos, mientras que el seleniato permanece mayoritariamente en su forma original.   
En el cuarto trabajo presentado en este capítulo (“Accumulation and 
Biotransformation of Chitosan-modified Selenium Nanoparticles in Exposed Radish 
(Raphanus Sativus)” Journal of Analytical Atomic Spectrometry,  30 (2015) 1237) se 
recogen los resultados obtenidos en el estudio sobre la incorporación y 
biotransformación de nanopartículas de selenio estabilizadas con chitosan por plantas 
de  rábanos (Raphanus Sativus).  
La capacidad de biotransformación de las nanopartículas de selenio, se realizó 
empleando una metodología analítica la cual combina técnicas cromatográficas de 
HPLC y fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico (AF4) y empleando 
como detector el ICPMS.  Así mismo se realizó el análisis y caracterización de las 
nanopartículas mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM).  Las razones 
para  seleccionar los rábanos como planta objeto de estudio fueron: son vegetales 
fáciles de cultivar y de rápido crecimiento, la parte comestible es la raíz, acumulan 
cantidades apreciables de selenio (cuando se suplementa como selenito) y lo 
transforman a SeMeSeCys, especie con propiedades anticarcinogénicas.  Las plantas 
fueron cultivadas en medio hidropónico, ya que este tipo de cultivo permite una mayor 
reproducibilidad de las condiciones de trabajo.  
Los análisis mediante HPLC-ICPMS de las plantas de rábanos expuestos a CS-
SeNPs demostraron una biotransformación superior al 95% del selenio acumulado. Las 
especies mayoritarias fueron SelenoMetilSelenoCisteína (SeMeSeCys) y 
SelenoMetionina (SeMet); resultados similares se obtuvieron tras la suplementación 
con selenito. Las imágenes obtenidas por TEM de las raíces de las plantas revelaron la 
presencia de  CS-SeNPs en las mismas.  
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II.1. Metalómica del Selenio durante la Fermentación Láctica de 
Yogurt Enriquecido en Selenio 
 
 
“Se metallomics during lactic fermentation of Se-enriched yogurt” 
 










Parte de los resultados de este trabajo se presentaron en: 
“7th International Franco-Spanish Workshop on Bio-Inorganic Analytical Chemistry” 
Gijón, España, Julio 2012. Tipo de presentación: Comunicación oral. 
“XXIII Reunión Nacional de Espectroscopía – VII Congreso Ibérico de Espectroscopía”  
Córdoba, España, Septiembre 2012. Tipo de presentación: Póster. 
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II.2.2. Dependencia del agente estabilizante en la toxicidad de 
SeNPs en Lactobacillus Bulgaricus 
 
 















































































































































II.3. Acumulación y Biotransformación de Nanopartículas de 
Selenio estabilizadas con Chitosan en Rábanos expuestos 
(Raphanus Sativus). 
“Accumulation and Biotransformation of Chitosan-modified Selenium 
Nanoparticles in Exposed Radish (Raphanus Sativus)” 
Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 30 (2015) 1237 
 
 
Parte de los resultados de este trabajo se presentaron en: 
“XVIII Reunión de la Sociedad Española de Química” Úbeda, España, Junio 2013. Tipo 










































































































Desarrollo de Nuevos Envases Alimentarios e 
Incorporación de Nanopartículas de Selenio con 
Capacidad Antioxidante  
 
Los cambios en la producción, distribución y almacenaje de los alimentos, 
requiere el desarrollo de nuevos materiales que permitan preservar el alimento 
durante el mayor tiempo posible, incrementando su durabilidad. Una estrategia para 
alcanzar este objetivo es el empleo de los denominados envases activos por la 
presencia en los mismos de componentes  con características  antioxidantes y/o 
antimicrobianas. Como se ha comentado en la Introducción de esta memoria, una de 
las aplicaciones de las NPs es su incorporación a los envases por sus propiedades 
antioxidantes y antimicrobianas. En esta línea se han desarrollado envases que 
incorporan AgNPs y ZnONPs por sus propiedades antimicrobianas, TIO2 NPs por su 
capacidad de bloquear la radiación UV. Muchos de estos nuevos materiales están 
disponibles comercialmente en China, Corea y Estados Unidos. En Europa el 
Reglamento de la UE 10/2011 sobre envases alimentarios no permite en la actualidad 
el empleo de materiales que contengan nanopartículas y que estén en contacto 
directo con el alimento, quedando restringido este uso al empleo de nitruro de Titanio. 
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Por todo ello, se estudió la posibilidad de preparar materiales antioxidantes 
para la conservación de alimentos que incorporaran SeNPs en su composición. Debido 
a que la legislación europea prohíbe que las NPs estén en contacto directo con el 
alimento envasado, las SeNPs fueron incorporadas al material adhesivo que se emplea 
en sistema multicapas que conforman un envase flexible. Dicha composición adhesiva 
presenta la ventaja técnica de que es altamente eficaz, es decir, ofrece una capacidad 
dual tanto adhesiva como antioxidante, consiguiendo que el envase final pueda 
prescindir de ciertas capas y lo más importante, que no exista migración de partículas 
de selenio ya que dicha composición adhesiva se encuentra entre capas.  
El desarrollo de un nuevo material que incorpora SeNPs en su composición 
requiere, una síntesis controlada de suspensiones estables de SeNPs, establecer la 
capacidad antioxidante del adhesivo una vez incorporadas las SeNPs  y evaluar la 
posible migración de las mismas desde el envase al producto en su interior, para 
asegurar la seguridad del consumidor. Por todo ello, los trabajos que se presentan en 
este capítulo, están enfocados en la evaluación de la capacidad antioxidante de SeNPs 
incorporados a adhesivos y, al estudio de la migración en envases multilaminares 
mediante el empleo alimentos como la avellana molida. Los trabajos que se recogen 
en este capitulo fueron realizados dentro del proyecto INNPACTO (IPT-2012-0261-
420000 Desarrollo de nuevos materiales antioxidantes con nanopartículas de selenio 
para envase flexible (NANOFLEXIPACK)) integrado por las empresas SAMTACK S.L.  y 
MAGAPOR S.L. y, la Universidad de Zaragoza a través del grupo GUIAR del 
Departamento de Química Analítica de la Universidad de Zaragoza (UNIZAR). 
El primer trabajo presentado dentro de este capítulo (“New antioxidant 
packaging with nano selenium as active material multilaminar” Analytica Chica Acta 
(Enviado)) es el resultado de una estrecha colaboración con el grupo de la Universidad 
de Zaragoza a través del proyecto mencionado anteriormente. En dicho trabajo, se ha 
evaluado la capacidad antioxidante de SeNPs sintetizadas con distintos agentes 
estabilizantes (chitosan, hidroxietil celulosa y surfynol) e incorporadas a diferentes 
materiales multicapas constituidos por (PET- adhesivo+SeNPs -PE). Para la 
determinación de la capacidad antioxidante,  se empleó tanto el método DPPH como 
el método de radicales libres. La capacidad antioxidante se midió tanto en las 
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suspensiones de SeNPs, como tras su incorporación en el adhesivo y en los envases 
resultantes con diversos espesores de polietileno (35, 60 and 90 µm). Los resultados 
obtenidos indicaron que el método DPPH no resulta adecuado para la determinación 
de la capacidad antioxidante de suspensiones de NPs debido a la dispersión del haz de 
luz por parte de las NPs. Tampoco resultó adecuado en su aplicación en los laminados, 
debido a la dificultad  de la molécula de DPPH de difundirse a través de las capas y 
alcanzar el adhesivo donde se encuentran las SeNPs. Las medidas mediante el 
meétodo de radicales libres evidenciaron la capacidad antioxidante de los laminados 
que incorporan SeNPs en el adhesivo. El espesor de la lámina de PE influyó en la 
capacidad antioxidante puesto que los radicales libres tienen más facilidad para cruzar 
la capa de PE cuanto menor es el espesor del laminado y, llegan con más facilidad al 
adhesivo, el cual contiene SeNPs donde los radicales son eficientemente neutralizados. 
Los mejores resultados en relación a la capacidad antioxidante se obtuvo cuando las 
SeNPs fueron preparadas empleando como estabilizante el tensioactivo no ionico 
etoxilado 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol  
Una vez demostrada la capacidad antioxidante de las SeNPs en el envase 
multilaminar, el siguiente factor a evaluar es la posible migración de NPs desde el 
envase hacia el contenido. Los estudios de migración se realizaron en alimentos 
(avellana molida) expuestas durante 10d a 40 °C. El contenido total de selenio 
presente en el alimento se llevó a cabo mediante ICPMS. Con el fin de diferenciar entre 
el selenio endógeno (existente en la avellana) con el exógeno (aportado por la 
migración de selenio desde el envase), se realizó la síntesis de SeNPs a partir del 
isótopo enriquecido 77Se. Estas NPs isotópicamente marcadas se mezclaron con el 
adhesivo y, se fabricaron envases laminares con presencia de 77SeNPs como material 
activo. El contenido de selenio en el alimento se determinó mediante ICPMS, previa 
mineralización ácida de la muestra, monitorizando el isotópo 77Se. Los resultados 
obtenidos pusieron de manifiesto la baja tendencia del las SeNPs a migrar desde le 
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La síntesis de 77SeNPs se llevó a cabo siguiendo el mismo procedimiento que se 
aplicó a las otras SeNPs. El mecanismo se basa en la reacción entre el agente 
estabilizante etoxilado 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol (Sigma-Aldrich (EE.UU.)) 
mezclado con el agente reductor (ácido ascórbico (Sigma -Aldrich (EE.UU.))) y el 
selenio isotópico (77Se) (Cambridge Isótopes Laboratories (Reino Unido) (después de 
ser disuelto como selenito en HCl 3%). La composición de la suspensión final de 
77SeNPs fue ácido ascórbico 0.054 M, 2,4,7,9 -tetrametil-5decin-4,7-diol etoxilado 6.5% 
y 100 µg·ml-1 de 77Se a pH≈ 3. El tamaño y la morfología de las 77SeNPs en disolución se 
estableció mediante microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (TEM) 
(JEOL JEM 2100, EE.UU.) (Figura 10) y el análisis de la composición por espectroscopía 
de energía dispersiva de Rayos-X (XEDS) (Oxford Inca). Como se muestra en la figura 
10, el tamaño y morfología de las 77SeNPs obtenidas fue similar a las sintetizadas 
empleando selenito en su abundancia natural. Las nanopartículas presentaban una 
morfología esférica y en estado de no agregación y en rango de tamaño de partícula de 
50-60 nm. 
 
Figura 10. Imagen de TEM y espesctro de XEDS para 77SeNPs. T=20 ± 1 ºC, etoxilado 2,4,7,9 -
etrametil-5decin-4,7-diol 6.5%, ácido ascórbico 0.054 M y 100 μg 77Se·mL-1. Las flechas rojas 
indican los picos de absorción correspondientes a las líneas SeLα, SeKα y SeKβ a 1.3, 11.2 y 12.4 
keV, respectivamente. 
Para la fabricación del envase laminado de estructura [PET-adhesivo-PE] con 
incorporación de 77SeNPs, la disolución de 77SeNPs se mezcló con un adhesivo de 
poliuretano a base de agua (cuya fórmula se encuentra bajo protección de patente 
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PCT/ES2006/000311). En primer lugar, el adhesivo de poliuretano se mezcló con un 
10% de la disolución 77SeNPs ó con su respectivo blanco (sin NPs). Luego, se aplicó y 
extendió en un sustrato (PET de 12 µm de espesor) de 20 x 30 cm para formar una 
capa uniforme usando una máquina de extensor (revestidor de control K, impresión 
RK). El gramaje del adhesivo aplicado fue de 3 g·m-2 sobre el laminado. 
Posteriormente, un segundo sustrato (polietileno de 35, 60 o 90 µm de espesor) de 20 
x 30 cm se colocó en la parte superior de la misma y el laminado se prensó a 80 ºC. Por 
último, los laminados fueron termosellados (Audion Elektro, Holanda) para formar una 
bolsa de dimensiones 1,0 x 1,5 dm2. Estas bolsas llenas de avellana se utilizaron para 
estudiar la influencia del espesor del material en la migración de NPs. Para el estudio 
de la migración, las bolsas fueron expuestas durante 10d a 40 °C, de acuerdo con la 
legislación de la UE 10/2011 sobre materiales y objetos plásticos destinados a entrar 
en contacto con alimentos. 
La posible migración de 77SeNPs incorporadas en el envase se evaluó por 
ICPMS. Después del almacenamiento de los envases con diferente espesor de PE bajo 
condiciones mencionadas anteriormente, se tomaron y se digirieron las muestras de 
avellana (500 mg) con HNO3 concentrado (Merck) y H2O2 30 % (Panreac) (5:1 v:v) 
usando un horno de microondas asistido con reactores de teflón bajo presión (CEM, 
Mattheus, NC). El extracto resultante se diluyó con agua desionizada y el Se se 
determinó por ICP-MS (Agilent HP7700x, EE.UU.) bajo las condiciones mostradas en la 
Tabla 8. Además, también se analizaron las muestras en envases sin 77SeNPs como 
controles. Los resultados se expresaron como el valor medio (desviación estándar para 
n=3). 
Tabla 8. Condiciones de operación del ICPMS  
Parámetros ICPMS  
Potencia RF (W) 1550  
Flujo de gas del plasma (L·min-1) 15.0 
Flujo de Ar auxiliar (L·min-1) 0.30  
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Cámara de spray Scott 
Modo de adquisición Contínuo 
Isótopos monitorizados 76Se, 77Se, 78Se, 80Se 
Réplicas 3 
Gas de reacción H2 
Flujo de gas de reacción (mL H2·min-1) 6  
 
El contenido endógeno de selenio en las avellanas fue de 120 µg·kg-1. Los 
resultados sobre la relación 77Se/78Se en las avellanas después de la digestión ácida, 
fueron similares y no se encontraron diferencias significativas entre los controles 
(muestras contenidas en los envases sin SeNPs) ó envases con 77SeNPs incorporadas. 
Por otra parte, no se observó efecto del espesor del material en la migración de 
77SeNPs. Por lo tanto, las cantidades extraídas de selenio en el alimento, se 
encontraban por debajo de los límites máximos permitidos (10 µgSe·Kg-1). Esto 
demuestra la baja tendencia del selenio para migrar a los alimentos en las condiciones 

































Síntesis, Caracterización y Biotransformación de Nanopartículas de Selenio.  
Aplicación al desarrollo de envases antioxidantes 
 














El trabajo de investigación desarrollado en esta memoria presenta como hilo 
conductor las SeNPs, y presenta una doble finalidad.  Por un lado,  la síntesis y 
caracterización (tamaño, morfología,  composición y efecto del estabilizante) de las 
SeNPs y por otro lado, evaluar sus posibilidades de aplicación en la industria 
alimentaria. Las aplicaciones de las SeNPs se han centrado en dos campos. El primero 
de ellos, como fuente de selenio para el desarrollo de alimentos enriquecidos en este 
elemento (basados en procesos de fermentación  láctica y biofortificación de cultivos). 
Para ello, se evaluó la toxicidad  de estas nanopartículas frente a bacterias lácticas 
(Lactobacillus Bulgaricus) y plantas (rábanos, Raphanus sativus); así mismo, se 
comparó su comportamiento frente al ofrecido por el selenito sódico (forma habitual 
de suplementación de selenio). La segunda de las aplicaciones se centró en el 
desarrollo de envases multicapa flexibles con capacidad antioxidante, mediante la 
incorporación de las SeNPs en el adhesivo. Para abordar los objetivos planteados en 
este trabajo, fue necesario la aplicación de una gran variedad de técnicas que incluyen: 
microscopía de transmisión electrónica y AF4 acoplada a UV-VIS e ICPMS, para la 
caracterización y cuantificación de SeNPs. El estudio de los mecanismos citotóxicos 
involucrados en la interacción entre las NPs y las bacterias implicó la utilización de 
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técnicas como citometría de flujo y microscopía de transmisión electrónica. La 
acumulación de selenio y su biotransformación por parte de plantas y bacterias supuso 
el empleo de metodologías basadas en el ICPMS y HPLC-ICPMS, respectivamente. Y por 
último, mediante el empleo de varios ensayos (radicales libres y DDPH) se estudió la 
capacidad antioxidante  de las SeNPs incorporadas a envases flexibles.   
A continuación, se discuten globalmente los resultados obtenidos tras la 
realización de los diferentes trabajos encuadrados en la presente Tesis Doctoral. 
En los últimos años, ha crecido el interés en la búsqueda de aplicaciones para 
las SeNPs, ya que han sido varios los autores que han puesto de manifiesto los 
prometedores efectos beneficiosos de estas NPs. Sin embargo, no cabe duda que sus 
posibles aplicaciones dependen de conocer los efectos de las mismas en su interacción 
con sistemas biológicos. Debido a esta necesidad, y por los motivos comentados 
anteriormente, parte de esta Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de las SeNPs, 
y en la evaluación de sus efectos biológicos en bacterias del género Lactobacillus 
Bulgaricus y en plantas (Raphanus sativus). 
La primera etapa llevada a cabo en el desarrollo de este trabajo consistió en la 
optimización de un método de síntesis de SeNPs. La mayoría de los trabajos 
aparecidos en la bibliografía relacionados con NPs ponen de manifiesto la necesidad de 
emplear agentes estabilizantes en el medio de reacción con el fin de obtener 
dispersiones de NPs estables. En nuestro trabajo, la síntesis de SeNPs se llevó a cabo 
mediante un mecanismo de gelación iónica a partir de una reacción redox entre el 
ácido ascórbico (agente reductor) y el Na2SeO3, empleando distintos agentes 
estabilizantes. Las nanopartículas  obtenidas fueron caracterizadas mediante TEM y, 
complementariamente por AF4-UV-VIS-ICPMS. 
El mecanismo de gelación iónica empleado en la síntesis de NPs es un proceso 
bastante empleado debido a su simplicidad. En este procedimiento, tanto el agente 
estabilizante como el reductor se disuelven en medio ácido bajo agitación constante, y 
a continuación se añade el selenito sódico, formándose las SeNPs  que quedan 
atrapadas en el agente estabilizante favoreciendo su dispersión. 
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En este trabajo se emplearon como agentes estabilizantes polímeros (chitosan 
e hidroxietilcelulosa) y tensioactivos no iónicos. La selección de los agentes 
estabilizantes no sólo se basó en su capacidad para modificar el tamaño, morfología, y 
estado de agregación de las NPs, sino también por su compatibilidad con los adhesivos 
aniónicos industriales a emplear en el desarrollo de envases alimentarios. Los agentes 
estabilizantes seleccionados poseen distinta naturaleza química y grupos funcionales, 
lo que va a influir no sólo en las características morfológicas de las NPs, sino también 
en sus propiedades físico-químicas y biólogicas.  
 El Chitosan es uno de los polímeros más empleados en el campo de la 
biomedicina, biotecnología e industria alimentaria. Su presencia en el medio de 
síntesis  originó SeNPs de geometría esférica en estado de no agregación  y con un 
intervalo de tamaño de partícula de 20–40 nm, empleando las  condiciones de síntesis 
evaluadas en este trabajo. Debido al valor de su punto isoeléctrico (pI ≈ 6.2), su 
empleo en aplicaciones o estudios que requieran un pH superior a 6, presenta serias 
limitaciones. Cuando el pH es superior a 6, los grupos aminos presentes en la 
estructura del Chitosan se desprotonan y el polímero pierde su carga, volviéndose 
insoluble y formando agregados; además, las SeNPs pierden su geometría esférica 
debido a la pérdida del recubrimiento. Por ello, el chitosan fue descartado para la 
síntesis de SeNPs cuando éstas van a utilizarse en el desarrollo de envases 
alimentarios.  Por todo ello, se evaluaron otras sustancias como agentes estabilizantes 
que  fueran compatibles con los adhesivos empleados en la preparación del envase 
multicapa. 
El segundo polímero empleado en la síntesis, se trata de la hidroxietilcelulosa 
(HEC) el cual es un derivado de la celulosa en el que sobre los grupos hidroxilo se han 
adicionado grupos de óxido de etileno. Se caracteriza por formar geles viscosos en 
agua muy útiles para fabricar productos dietéticos, cosméticos y detergentes. 
Contrariamente al Chitosan, presenta estabilidad en amplio rango de pH (2-11). La 
morfología de las NPs sintetizadas también fue esférica y no agregada para todos los 
porcentajes de HEC empleados (desde 0.1% a 0.5%). Sin embargo, la distribución de 
tamaños se vio afectada de manera notable. Empleando una concentración de HEC de 
0.1% se consiguió la síntesis de NPs con un tamaño segregado en dos grupos de ≈5 y 
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≈100 nm. Para concentraciones superiores al 0.5%, se obtuvieron un tamaño 
homogéneo de NPs esféricas ≈100 nm. 
Otros estabilizantes empleados fueron tensioactivos no iónicos. Estos 
compuestos poseen múltiples aplicaciones en diversos sectores: cosmético, 
farmacéutico, alimentario, productos de limpieza y síntesis de nanopartículas. Además, 
frente al uso de surfactantes iónicos ofrecen varias ventajas: forman suspensiones más 
estables, con menor espuma y presentan menor toxicidad. Otra ventaja adicional es 
que su uso es independiente del pH. Los estabilizantes seleccionados fueron 
tensioactivos no iónicos con diferentes estructuras y grupos funcionales: Tritón X-100 
(t-octilfenoxipolietoxietanol), Surfynol (etoxilado 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol) y 
Lumiten (Etoxilado Isotridecanol).  Estos tensioactivos originaron SeNPs esféricas no 
agregadas,  salvo en el caso de las NPs sintetizadas con Lumiten como estabilizante. En 
este caso, las NPs presentaban morfología de nanohilos con una longitud variable, 
pudiendo llegar a las 2µm y con un espesor por debajo de los 100nm. Esto podría 
justificarse debido a la estructura lineal que presenta este estabilizante y al menor 
impedimento estérico. Los diámetros de partículas obtenidos para las SeNPs con t-
octilfenoxipolietoxietanol y etoxilado 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol como 
estabilizantes se encontraban en el rango de 18-40 y 28-60 nm, respectivamente. 
Además del empleo de diversos agentes estabilizantes, es importante controlar 
otros factores claves durante la síntesis como pueden ser la concentración de agente 
reductor, estabilizante y pH de la suspensión. Pudimos comprobar como la morfología 
de las SeNPs esféricas no se alteraba y, en líneas generales existía una relación lineal 
entre concentración de agente estabilizante y tamaño de NPs; no así, sucedía con el 
agente reductor donde la tendencia no era tan evidente, aunque sí se apreciaba una 
disminución en el tamaño al aumentar la concentración de ácido ascórbico.  
Un factor importante a tener en cuenta en la síntesis de NPs es la eficiencia de 
formación, es decir, el porcentaje real de Se incorporado como NPs tras el proceso de 
síntesis. La eficiencia de formación de SeNPs se determinó llevando a cabo un proceso 
de diálisis con membrana de corte de 3.5 kDa y posterior análisis mediante ICPMS. Se 
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observó como en todos los casos empleando una concentración de estabilizante 
superior al 0.1%, se conseguían eficiencias superiores al 90%.  
El tamaño de las SeNPs obtenidas se evaluó mediante TEM y fraccionamiento 
en flujo con campo de flujo asimétrico acoplado al ICPMS (AF4-ICPMS).  La aplicación 
de la metodología de AF4-ICPMS supuso la optimización de los siguientes parámetros 
experimentales como: el caudal del flujo perpendicular o “cross flow”, tiempo de 
inyección/focalización, composición de la fase móvil y  tipo de membrana y, espesor de 
la misma (espaciador). La separación se llevo a cabo empleando una membrana de 
celulosa regenerada (RC, regenerated cellulose) de tamaño de poro de 10 kDa. El 
motivo de seleccionar este tipo de material reside en su carácter hidrofóbico. La 
membrana RC se considera menos hidrofóbica que otros materiales como 
polietersulfona (PES, polyethersulfone) o polifluoruro de vinilideno (PVDF, 
polyvinylidene difluoride), y por lo tanto favorece la recuperación de las NPs. 
Respecto a la fase móvil es muy importante llevar a cabo una optimización de 
sus diferentes componentes como: fuerza iónica, presencia de agentes surfactantes y 
valor de pH. La influencia de todos estos parámetros está estrechamente relacionada 
con las interacciones producidas entre las NPs y la membrana, e incluso con las 
interacciones entre NPs. En muchos estudios se ha recomendado la adición de 
electrolitos. En concreto, el uso de cationes monovalentes como Na+ (NaNO3, 
CH3COONa) ó NH4+ (NH4NO3, CH3COONH4), ya que evitan la agregación de muchos 
tipos de NPs en comparación con el empleo de cationes divalentes como Ca2+ 
(Ca(NO3)2). A la hora de seleccionar un valor de fuerza iónica es importante conocer el 
tipo de estabilización de las NPs. Las NPs estabilizadas electrostáticamente son más 
sensibles al efecto de la acción de ciertos iones, ya que éstos pueden modificar las 
fuerzas electrostáticas establecidas entre la NPs y su recubrimiento. En el caso de las 
SeNPs, al estar estabilizadas con polímeros, la fuerza iónica no constituía un parámetro 
tan crítico, por lo que en nuestro estudio se decidió prescindir de la adición de 
electrolitos. Paralelamente, y puesto que disponíamos de SeNPs estabilizadas con 
polímeros que podían sufrir problemas de floculación a pH básicos, se ajustó el pH a 5.  
El caudal del flujo perpendicular o “cross flow” es uno de los principales parámetros 
que influyen en la distribución de las NPs a lo largo de la membrana, y por 
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consiguiente en su separación. La optimización de este parámetro instrumental 
requiere especial atención, ya que dependiendo del tipo de NPs los criterios 
establecidos sobre si un determinado valor de “cross flow” es bajo o alto pueden 
variar. En nuestro caso, se probaron distintos valores de caudal (1-4 mL·min-1) para un 
mismo espaciador, obteniéndose la mejor separación de las SeNPs para el caudal mas 
elevado; sin embargo y ante la elevada retención de las SeNPs en la membrana bajo 
estas condiciones, se optó por modificar y optimizar el espaciador. De hecho, se ha 
demostrado como el efecto de duplicar el espaciador (en nuestro caso, pasar de 250 a 
500µm) tiene el mismo efecto que aumentar cuatro veces el “cross flow”, sin los 
efectos colaterales de retención de partículas. Por ello, los mejores resultados en la 
separación de las NPs fueron obtenidos empleando un “cross flow” de 2 mL·min-1 
empleando un espacioador de 500 mm los que la recuperación fue de 91 ± 1 (%). 
Uno de los inconvenientes de las separaciones con  AF4 es la interacción entre 
las NPs y la membrana. El grado de interacción se mide con la recuperación que se 
calcula mediante la integración de cada pico asignado en el fractograma después de 
que la muestra se haya inyectado en presencia (m)  y en ausencia de “cross flow” (m0):  
𝑅 (%) =  (𝑚 𝑚0⁄ )  × 100 
El tiempo de inyección/focalización fue el último parámetro instrumental 
optimizado. Durante esta etapa, las NPs se focalizan en un zona estrecha de la 
membrana gracias a la influencia de un caudal denominado de focalización. El empleo 
de tiempos de inyección muy cortos puede dar lugar a picos de “volumen muerto” de 
mayor intensidad, mientras que tiempos largos provocan largos tiempos de elución. 
Los mejores resultados fueron obtenidos empleando un tiempo de 
inyección/focalización de 2 min. 
Uno de los problemas más discutidos en los estudios relacionados con AF4 es la 
falta de reproducibilidad y la baja recuperación de los análisis, debido en gran parte a 
la existencia de interacciones NPs-membrana. En estos casos, se requiere una 
estabilización previa de la membrana. Esta estabilización se puede lograr a través de 
varias inyecciones consecutivas de la dispersión de NPs hasta conseguir una saturación 
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de la membrana. De esta manera, se consigue modificar la carga superficial de la 
membrana y se mejora la recuperación.  
La correcta determinación del tamaño de las NPs es clave a la hora de llevar a 
cabo su caracterización. Hasta la fecha, obtener la información correcta sobre la 
distribución de tamaños de las NPs constituye una cuestión muy relevante en los 
análisis mediante AF4. Se han propuesto diferentes estrategias para conseguir esta 
finalidad: la aplicación de las ecuaciones de la teoría de FFF ó el empleo de métodos de 
calibración con patrones de compuestos y/o NPs de tamaño conocido. Sin embargo, 
ambos métodos pueden dar lugar a informaciones erróneas ya que no tienen en 
cuenta posibles cambios en los tiempos de elución debido a las propiedades físicas o 
químicas de las NPs, o a las interacciones NPs-membrana. En nuestro estudio y ante la 
ausencia de SeNPs disponibles comercialmente con tamaño certificado, se optó por el 
empleo de NPs esféricas de poliestireno (PSL) comerciales de tamaño conocido. Se ha 
demostrado que para determinados tipos de NPs, como es el caso de las SeNPs el 
empleo de NPs de PLS de  tamaño conocido es adecuado para su caracterización. Tras 
aplicar las condiciones optimizadas para la separación de SeNPs en los patrones de 
PSL, se obtuvo un ajuste lineal de los tamaños de NPs en función de los tiempos de 
retención. 
La composición química  es un parámetro que no se recoge en la ecuación FFF 
clásica  y tiene una influencia significativa en el tiempo de retención. En estudios 
recientes, se han comparado los fractogramas de NPs de 100nm de Se, Au, Ag y PSL, 
observándose un  aumento en el tiempo de retención con la densidad de núcleo de las 
NPs, además de un cambio en la forma de los picos. Sin embargo las nanoparticulas de 
PSL y SeNPs aparecieron ambas al mismo tiempo de retención. En este caso la menor 
densidad del selenio con respecto a la composición de las otras NPs metálicas, hace 
que la composición química no sea un factor determinante en su separación, siendo el 
tamaño el principal factor que afecta a su tiempo de retención. 
Tanto la técnica AF4-UV-VIs-ICPMS como el TEM proporcionaron tamaños de 
SeNPs similares, lo que sugiere que la primera es adecuada para la caracterización de 
las SeNPs, siempre y cuando las nanopartículas tengan una morfología esférica y no  se 
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encuentren agregadas. Las SeNPs con distintos estabilizantes (y por tanto, con 
distintos tamaños) se evaluaron en relación a su futura aplicabilidad en la industria 
alimentaria  como fuente de selenio para producir alimentos enriquecidos en selenio y 
en el desarrollo de envases alimentarios con capacidad antioxidante.  
Los alimentos funcionales enriquecidos en Se constituyen una herramienta con 
un gran potencial para paliar las carencias y enfermedades asociadas a estados 
deficitarios de Se. El enriquecimiento de estos alimentos se puede realizar antes de su 
procesado mediante procesos de biofortificación de materias primas, como podría ser 
el caso de los vegetales, o bien durante su elaboración, resultando esta última una 
alternativa sencilla y rápida. Dentro de esta última estrategia y en la línea de 
investigación de la presente tesis doctoral, se encuentra la preparación de alimentos 
fermentados enriquecidos en selenio mediante el concurso de las bacterias lácticas. 
Para ello es necesario establecer el mecanismo de interacción SeNPs-bacterias. 
Uno de los principales factores a tener en cuenta a la hora de desarrollar un 
ensayo in vitro es la estabilidad de las NPs en las condiciones fisiológicas empleadas. 
Las proteínas, electrolitos y otras sustancias presentes en el medio de cultivo tienden a 
interaccionar con las NPs lo que puede dar lugar a una modificación de su estado de 
agregación, o incluso alterar la interacción entre las NPs y las células, afectando a su 
citotoxicidad. En nuestro caso, no se observó agregación de las SeNPs tras su adición 
en los medios de cultivo MRS,  por lo que se procedió a la segunda parte del trabajo 
que se ha centrado en el estudio de las SeNPs y, en la evaluación de sus efectos 
biológicos sobre Lactobacillus Bulgaricus. Los resultados obtenidos se compararon 
con los proporcionados con el selenito que, es la forma habitual de suministrar selenio. 
Los estudios de crecimiento bacteriano fueron los primeros ensayos llevados a 
cabo para evaluar los efectos biológicos de las SeNPs. Para ello, los Lactobacillus se 
cultivaron en medio de cultivo MRS suplementado con  Se(IV) y  SeNPs (sintetizadas 
con diferentes estabilizantes que presentaban distinto tamaño de partícula) a dos 
niveles de exposición  (1 y 10 µg·mL-1 de Se) y durante 24, 48 y 72horas. La 
monitorización del crecimiento bacteriano se realizó mediante medidas de densidad 
óptica a 600nm (OD600). Las curvas de crecimiento obtenidas demostraron que a bajas 
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concentraciones de Se (1 µg·mL-1),  las SeNPs no afectaban al crecimiento bacteriano 
con respecto a bacterias control (bacterias no suplementadas con selenio). Por el 
contrario, para exposiciones a elevadas concentraciones de selenio (10µg·mL-1) sí se 
observaron diferencias. Las SeNPs sintetizadas con chitosan e hidroxietil celulosa no 
afectaron significativamente el crecimiento bacteriano. En contraposición, aquellas 
SeNPs preparadas empleando un tensioactivo no iónico como el surfynol, inhibió el 
crecimiento bacteriano. Esta inhibición se produjo también cuando se añadía el 
tensioactivo al medio de cultivo, indicando que la toxicidad de  SeNPs estabilizadas con 
tensioactivos no iónicos no es debida a su acción directa sino al propio estabilizante. 
Estos datos ponen de manifiesto la importancia del agente estabilizante en la toxicidad 
de las NPs. Una correcta evaluación de la misma requiere una evaluación de la 
toxicidad del estabilizante. Esta información muchas veces no aparece recogida en la 
mayoría de las publicaciones  relacionadas con las NPs. Adicionalmente, los resultados 
de crecimiento bacteriano evidenciaron que las bacterias lácticas son más tolerantes a 
la presencia de selenio en forma de SeNPs (estabilizadas en chitosan e 
hidroxietilcelulosa) que a la presencia de selenito. 
Los estudios de la viabilidad de las bacterias frente a la exposición a selenio (a 
24 y 48 horas) y mediante medidas de citometría de flujo corroboraron los estudios 
anteriores. Los resultados de este ensayo demostraron nuevamente, que el tipo de 
estabilizante empleado en la estabilización de las SeNPs a concentraciones muy 
elevadas (10 µg Se·mL-1) influye significativamente en la viabilidad de las bacterias. Se 
corroboró, como el empleo de tensioactivos no iónicos disminuye la viabilidad en un 
90% a las 24h de exposición; mientras que, el empleo de polímeros como 
estabilizantes,  además de no inducir toxicidad en las bacterias, aumentan la viabilidad 
de las mismas con respecto a la exposición a Se(IV) en casi un 50% a las 48h. Estos 
estudios de viabilidad son de gran importancia para la aplicación futura de las SeNPs 
para preparar alimentos fermentados enriquecidos en selenio. El empleo de 
marcadores fluorescentes como Syto9/IP, permite discriminar en una población mixta 
de células aquellas que permanecen con la membrana celular íntegra, de aquellas que 
tienen la membrana deteriorada y están por lo tanto muertas (marcadas 
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exclusivamente con IP). La pérdida de la integridad de membrana, refleja la ausencia 
de capacidad de crecimiento o reproducción y actividad metabólica. 
La apoptosis es una forma regulada genéticamente de muerte celular 
programada, esencial para el desarrollo y a largo plazo, viabilidad de los organismos 
multicelulares. La inducción de la apoptosis tiene lugar en respuesta a una variedad de 
estímulos intra/extracelulares y estrés. Este proceso controlado incluye la 
condensación de la cromatina, fragmentación del ADN, y la exposición de 
fosfatidilserina (PS) en la membrana externa. Estos cambios fisiológicos previenen de 
efectos dañinos a las células vecinas como ocurriría durante la muerte incontrolada ó 
necrosis, llevando al reconocimiento y fagocitosis de las células muertas por 
macrófagos.  Hasta la fecha, los estudios relacionados con apoptosis en células 
procariotas han sido muy escasos, enfocándose la mayoría a la evaluación de la 
apoptosis o muerte celular programada en células eucariotas. En este estudio, 
mediante el uso conjunto de la citometría de flujo y el marcador fluorescente 
Annexina-V, un anticoagulante humano altamente específico a PS, hemos sido capaces 
de detectar la exposición extracelular de PS en Lactobacillus Bulgaricus expuestas a 
selenio.  El porcentaje de células positivas a Annexina-V tras una exposición a 1 mg·L-1 
de Se en forma de Se(IV) y CS-SeNPs durante 24 y 48h fue del 7%. Se trata de un 
porcentaje muy modesto, pero diferenciable de las bacterias control. Estos valores tan 
bajos de PS son debidos a que en las membranas bacterianas los niveles de este 
fosfolípido son muy bajos, debido a  su rápida conversión  a fosfatidiletanolamina, 
mediada por la enzima PS decarboxilasa. Estos resultados  coindicen con otros 
aparecidos en la bibliografía, así se ha detectado la traslocación de PS de una manera 
activa en Escherichia Coli, de manera similar a como sucede en el proceso de 
apoptosis, en contra de la exposición espontánea que tiene lugar mediante otras 
formas de muerte celular, entre los que se incluye la necrosis. 
Es importante mencionar en este punto, que células bacterianas marcadas 
con Annexina-V no presentaban pérdida de la integridad de membrana (monitorizada 
por el marcaje mediante Syto9/IP), por lo que la exposición de PS no se encontraba 
originalmente en el exterior de la membrana, sino que es producto de un proceso de 
translocación del interior al exterior de la bacteria. 
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Uno de los factores más relevantes a la hora de determinar la citotoxicidad de 
las NPs, y entender los mecanismos biológicos implicados, es el grado de asimilación o 
internalización celular. En muchos estudios realizados in vitro se ha demostrado que la 
cantidad de NPs que consiguen atravesar la membrana celular, y localizarse en el 
interior de las células es la que origina los efectos citotóxicos. En este trabajo, se 
estudio la asimilación de las SeNPs por parte de las células bacterianas empleando la 
técnica ICP-MS y la microscopia electrónica (TEM).  
En primer lugar, se determinó el contenido de Se en los medio de cultivo y en el 
pellet bacteriano mediante ICPMS, previa mineralización ácida de la muestra en un 
horno de microondas. Los datos obtenidos evidenciaron unos valores bajos de 
incorporación del Se adicionado al medio de cultivo en el pellet (10-20%) para una 
exposición de 1 mg Se·L-1. Al incrementarse la exposición a 10 mg·L-1 de Se, la 
incorporación de Se aumentaba significativamente en el pellet (30-70% para SeNPs 
estabilizadas con hidroxietil celulasa y  chitosan, respectivamente). Además, para los 
distintos tipos de SeNPs se observó una tendencia lineal en la acumulación/adsorción 
de Se en las células con el tamaño de NPs, es decir, al aumentar el tamaño de partícula 
se hace menor la cantidad de Se presente en las bacterias.  
Una vez establecida la capacidad de acumulación de SeNPs  por parte de las 
bacterias, se evaluó su biotransformación mediante el acoplamiento HPLC-ICPMS y el 
empleo de cromatografía de intercambio iónico, previa extracción de las especies por 
un procedimiento de hidrólisis enzimática. Una completa extracción y correcta 
identificación de las especies de Se es clave para determinar las funciones biológicas 
de este elemento, siendo los principales problemas asociados a la extracción de 
especies: la baja eficiencia de extracción de las especies, así como la posible 
interconversión y degradación de las mismas durante el proceso de tratamiento de la 
muestra. Generalmente, el selenio en muestras biológicas se encuentra unido a 
péptidos y proteínas, siendo necesario romper estas estructuras para obtener una 
extracción cuantitativa. 
Con el fin de extraer cuantitativamente los seleno-compuestos presentes en los 
medios de cultivo y pellet bacteriano, se probaron tanto el empleo conjunto como por 
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separado de enzimas como la lisozima y la proteasa XIV en un medio tamponado TAE 
(pH 7.0; Tris 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM). La lisozima es una enzima que 
cataliza la hidrólisis entre los enlaces β-1,4 entre residuos de ácido N-acetilmurámico y 
N-acetil-D-glucosamina de los peptidoglicanos con los residuos de N-acetil-D-
glucosamina de las dextrinas, que se encuentran en las paredes celulares de bacterias, 
especialmente en bacterias Gram-positivas. La enzima proteasa tipo XIV, es una 
enzima no específica que lleva a cabo la hidrólisis de largas cadenas de proteínas en 
fragmentos más cortos.  El tratamiento previo del pellet bacteriano con lisozima 
provoca la ruptura de la pared celular bacteriana, favoreciendo la acción posterior de 
la proteasa en la hidrólisis de las proteínas para la extracción de los seleno 
aminoácidos. Los mejores resultados se obtuvieron mediante la incubación con 
lisozima y, posterior sonicación en presencia de proteasa. En este caso, la extracción 
de especies de selenio fue cuantitativa y superior al 90%.  En el caso de los medios de 
cultivo, sólo fue necesaria la sonicación en presencia de proteasa debido a que no hay 
bacterias presentes, en este caso la recuperación en la extracción de selenio es 
superior al 99%. 
Los extractos obtenidos fueron analizados mediante HPCL-ICPMS. Los 
resultados pusieron de manifiesto la capacidad de L. Bulgaricus para biotransformar el 
Se acumulado en forma de Se inórganico a otras especies orgánicas. Se obsevaron dos 
comportamientos distintos influídos por la dosis de Se suplementada a las bacterias. A 
bajas dosis de Se (1 mg·L-1), la biotransformación a SeCys2 como especie mayoritaria 
era evidente y fue independiente de la forma de selenio suplementada, tanto en forma 
de selenito como SeNPs, siendo el porcentaje de transformación mayor con las SeNPs,  
donde la biotransformación alcanzaba el 80%. En contraste, para elevadas 
concentración de selenio (10µg·mL-1), la biotransformación producida era menor y 
distribuida entre la formación de SeCys2 y SeMet, siendo la primera la especie orgánica 
mayoritaria.  La mayor capacidad de transformación fue detectada para bacterias 
expuestas a CS-SeNPs .Es importante, indicar que  las bacterias biotransforman con 
más rapidez las CS-SeNPs que el selenito. Es bien conocida la actividad antioxidante de 
la SeCys, debido a su presencia en la glutatión peroxidasa  (GPx) demostrándose que 
dicha actividad antioxidante es mayor que la presentada por la acción de SeMet, e 
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inhibiendo en gran medida el daño oxidativo del ADN producido por la presencia de 
especies reactivas de oxígeno. 
Con el fin de seguir profundizando sobre los mecanismos de internalización o 
unión SeNPs-bacteria, las células bacterianas fueron observadas por TEM. Las 
imágenes proporcionadas por la microscopía electrónica nos permitieron detectar 
SeNPs, tanto distribuídas en el interior de la bacteria como adheridas a la pared 
bacteriana. 
Las SeNPs estabilizadas en chitosan son capaces de atravesar la pared 
bacteriana sin ocasionar daños a la misma. Una vez en el interior, las CS-SeNPs se 
biotransforman a compuestos orgánicos de selenio con propiedades antioxidantes, 
explicando la tolerancia de las bacterias a las CS-SeNPs. En lo que respecta a las SeNPs 
estabilizadas con hidroxietilcelulosa, su elevado tamaño hace que permanezcan 
mayoritariamente bioadsorbidas sobre la pared bacteriana y muy pocas penetran al 
interior, lo que disminuye los daños ocasionados. Por último, las SeNPs  estabilizadas 
con el tensioactivo no iónico producen daños irreversibles en las paredes bacterianas. 
Este daño es producido fundamentalmente por el agente estabilizante. 
En el caso de la exposición de L. Bulgaricus a elevadas concentraciones (10 mg 
Se·L-1) de selenito, se observó la formación biológica de SeNPs, presentando dichas 
nanopartículas una morfología esférica y un tamaño de aproximadamente 100 nm. Es 
un hecho conocido que las bacterias son capaces de biotransfomar selenito a selenio 
metálico (algunas veces en tamaño nanométrico) como mecanismo para aumentar su 
resistencia a la toxicidad provocada por elevadas concentraciones de selenio.  
La conjunción de todos estos estudios, permitió por un lado demostrar el 
mayor efecto tóxico de Se(IV) frente a las SeNPs  en Lactobacillus Bulgaricus y, por otro 
lado, demostrar la influencia del estabilizante en las NPs sobre el tamaño de partícula y 
su toxicidad. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las SeNPs estabilizadas 
enriquecidos en selenio basados en fermentaciones lácticas.  
 Como se ha demostrado, las bacterias lácticas son capaces de acumular de Se y 
transformar sus formas inorgánicas en especies orgánicas nutricionalmente más 
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seguras y bioactivas, sin comprometer la actividad metabólica y viabilidad de las 
propias bacterias. Como un paso necesario para la aplicación de estos resultados a la 
preparación de alimentos fermentados enriquecidos en selenio, se evaluó si esas 
transformaciones son posibles durante el proceso de fabricación del yogurt. Para 
ello, se preparó en el laboratorio yogurt enriquecido en selenio mediante la adición de 
fermentos lácticos que contienen Lactobacillus, a leche desnatada en presencia de 1 
mg L-1 de Selenio en forma de selenito. Transcurrido el período de fermentación 
durante 24 horas a 37 0C, el producto resultante se analizó con respecto a la 
distribución de proteínas que contienen selenio y selenoamino ácidos. La cantidad de 
selenio incorporado al yogurt se evaluó tanto en la fracción lipídica como en la fracción 
soluble de proteínas. La cuantificación del selenio en ambas fracciones por ICPMS, 
puso de manifiesto que el selenio aparece mayoritariamente en la fracción proteica .  
La incorporación de selenio a las proteínas de yogurt se evaluó, mediante el 
acoplamiento de técnicas SEC-ICPMS, SDS-PAGE-ICPMS y como novedad el 
acoplamiento AF4-ICPMS. La técnica de fraccionamiento en flujo por aplicación de un 
campo asimétrico se aplicó para el pre-fraccionamiento de las proteínas antes de su 
separación por SDS-PAGE. La técnica de AF4 presenta la ventaja con respecto a SEC de 
una mejor resolución en la separación y posibilita la preconcentración de la muestra. 
Los resultados obtenidos por SDS-PAGE-ICPMS han mostrado que el selenio se 
encuentra asociado a dos fracciones de 20 y 70 KDa. La digestión tríptica de ambas 
fracciones y posterior mapeo peptídico mediante nano LC-ESI/LTQMS permitieron 
identificar en las fracciones que contienen selenio, las siguientes proteínas: 
tiorredoxina, glutarredoxina, albúmina, β-lactoglobulina y lactoperoxidasas. Pero 
quizá, el hecho más destacable fue la detección de la proteína chaperona en las 
muestras de yogurt control (sin adición de selenito) pero no en la fracción proteica de 
yogures enriquecidos en selenio. Las chaperonas son un tipo de proteínas que se 
encuentran en las bacterias lácticas y que se expresan bajo condiciones de estrés 
(elevada temperatura, pH ácido…). Su no expresión en presencia de selenio podría 
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Análogamente a los  estudios con  Lactobacillus, se procedió a la evaluación de 
la capacidad de biotransformación de LAB en la elaboración de Yogurt suplementado 
con Se(IV). Uno de los principales problemas en la identificación de SeCys es la 
inestabilidad de este selenoamino ácido. Para preservar su integridad, se realizó un 
procedimiento de carbamidometilación en presencia de iodoacetamida y DTT,  previo 
al proceso de hidrólisis enzimática con proteasa. Los extractos se analizaron mediante 
HPLC-ICPMS.  Los resultados indicaron la presencia de selenocisteína como especie  
mayoritaria, lo que corrobora los resultados obtenidos con las bacterias y además 
ponen de manifiesto que las bacterias lácticas conservan su capacidad de 
transformación de selenio durante los procesos de fermentación.  
Otra alternativa para paliar estados deficitarios de selenio es el desarrollo de 
alimentos de origen vegetal enriquecidos en selenio. Muchas plantas son capaces de 
acumular selenio, translocarlo a las partes aéreas y transformarlo a selenoamino 
ácidos. 
La mayoría de los trabajos publicados utilizan selenito y seleniato como fuentes 
de selenio, pero existen muy pocos datos sobre acumulación y biotransformación de 
SeNPs en plantas. Con el objetivo de profundizar sobre los mecanismos de 
acumulación y biotransformación de SeNPs en vegetales, se cultivaron 
hidropónicamente rábanos (Raphanus Sativus) en presencia de selenio en forma de 
selenito (Na2SeO3) y como SeNPs estabilizadas con chitosan, en una concentración de 
1 mgSe·L-1. Transcurrida la etapa de crecimiento, se recolectaron las partes 
comestibles (raíz) y se procedió a la determinación de selenio total y especies 
mediante ICPMS y HPLC-ICPMS, respectivamente. Los datos pusieron de manifiesto 
que la acumulación de selenio es un  25% superior  en aquellas plantas cultivadas en 
presencia de Se(IV) con respecto a las cultivadas en presencia de SeNPs.  
Para el estudio de la biotransformación de Se, se llevó a cabo una extracción 
previa de las especies mediante hidrólisis enzimática (empleando proteasa y 2 minutos 
de sonicación) y posterior determinación por LC-ICPMS utilizando dos mecanismos de 
separación cromatográfica (intercambio anionico y fase inversa). Los estudios de 
especiación  de Se en la especie Raphanus Sativus demostraron que las dos formas 
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químicas, selenito y SeNPs, se metabolizan principalmente a MeSeCys y SeMet 
independientemente de la forma química en la que el selenio es administrado, 
poniendo de manifiesto la capacidad de biotransformación de SeNPs.  
En general, en aquellas plantas expuestas a selenito, la mayoría del selenio es 
transformado a seleno aminoácidos: selenometionina, selenocisteína, γ-glutamil 
selenometilselenocisteína, selenohomocisteína y selenometilselenometionina. 
Mientras que,  se observa una baja transformación de selenio a otras formas orgánicas 
cuando la suplementación se realiza con Se(VI). En plantas no acumuladoras de selenio 
(como cereales) la especie mayoritaria de selenio es SeMet, mientras que en plantas 
acumuladoras de selenio (familia Allium y Brassica)  los compuestos mayoritarios de 
selenio son SeMeSeCys y ϒ-glutamil selenometilselenocisteína, amino ácidos que no se 
incorporan a las proteínas y por tanto no afectan al metabolismo de las plantas, 
facilitando la acumulación de mayores cantidades de selenio.  
Con el fin de profundizar en el mecanismo de transformación de las SeNPs, las  
raíces de los rábanos tratados con SeNPs se visualizaron por TEM, previa extracción de 
las SeNPs con la misma disolución en la que se sintetizaron (ácido ascórbico). Las 
imágenes proporcionadas por TEM demostraban la presencia de NPs adsorbidas en la 
raíz y el análisis composicional mediante XEDS confirmó la naturaleza de las mismas 
como SeNPs. Parece ser que las SeNPs son adsorbidas en la superficie de la raíz,  se 
disuelven por sustancias excretadas por la misma y son posteriormente metabolizadas 
a SeMeSeCys, siguiendo un mecanismo similar al que tiene lugar con el selenito. La 
técnica de AF4-UV-VIS-ICPMS se aplicó como técnica complementaria para  
caracterización de las SeNPs extraídas de la raíz. Para la separación de las mismas,  se 
aplicaron las condiciones de separación previamente optimizadas.  La caracterización 
por tamaños de las SeNPs en la raíz puso de manifiesto que se encontraban muy 
agregadas, en este caso los datos proporcionados por la técnica AF4 fueron diferentes 
a los proprorcionados por TEM. Aunque existen muy pocas referencias sobre la 
transformación de NPs por plantas, los  datos existentes corroboran nuestros 
resultados. En el caso de la aplicación de nanopartículas de CeO2 en plantas de 
pepinos, las NPs  eran adsorbidas en la superficie de las raíces y disueltas por parte de 
298 
 
 Discusión Integradora 
 
sustancias excretadas desde las propias raíces, desde donde se producía la posterior 
absorción y acumulación.   
La transformación de las NPs por los organismos vivos es un factor crucial a la 
hora de establecer su verdadera toxicidad. En los estudios realizados, tanto las 
bacterias lácticas como los rábanos son bastante tolerantes a la presencia de SeNPs. 
De todas ellas, las SeNPs modificadas con chitosan son las que mejores resultados 
proporcionaron en lo que respecta a acumulación, biotransformación a especies 
bioactivas de selenio (SeMeSeCys y Selenocisteina) y escaso efecto cito y fitotóxico. 
Estas características hacen de las SeNPs modificadas con chitosan como una fuente de 
selenio adecuada para la preparación de alimentos enriquecidos en selenio. 
La otra aplicación de la presente Tesis es el desarrollo de envases alimentarios 
con capacidad oxidante mediante la incorporación de SeNPs. 
La aplicación de SeNPs para su inclusión en envases alimentarios presenta un 
gran potencial para aumentar y asegurar la preservación del alimento en el interior del 
envase. Las restriciones impuestas por el Reglamento de la UE 10/2011 impide el uso 
de materiales que integren NPs y que éstas estén en contacto directo con el alimento, 
estando solo permitido el empleo de nitruro de titanio. Por ello, en este trabajo las 
SeNPs se aplicaron a los adhesivos empleados en envases flexibles multicapa. 
Para el desarrollo de un nuevo envase con SeNPs, además de tener una síntesis 
controlada de SeNPs y asegurar su estabilidad, es necesario demostrar la eficiencia de 
la capacidad antioxidante de las NPs y evaluar la posible migración de las mismas 
desde el envase al producto en su interior, con el fin de asegurar la seguridad del 
consumidor. Por todo ello, se evaluó la capacidad antioxidante SeNPs en distintos 
materiales y, la migración de las mismas una vez incorporadas a envases 
multilaminares. 
La determinación de la capacidad antioxidante, tanto de las disoluciones de 
SeNPs preparadas con distintos estabilizantes como en los envases multicapas una vez 
incorporadas las SeNPs, se llevó a cabo empleando  dos mecanismos de reacción: 
capacidad de atrapar radicales de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y la capacidad de 
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absorción de radicales libres. El método DPPH se basa en la captura de radicales de 
DPPH por los compuestos antioxidantes, produciendo una disminución en la 
Absorbancia a 515nm. EL DPPH en disolución metanólica posee un intenso color 
morado y, al mezclarse con un átomo donador de hidrógenos la solución pierde dicho 
color. La aplicación de este método proporcionó resultados incoherentes con respecto 
a los obtenidos mediante el método de radicales libres. Una posible explicación es la 
interferencia óptica de las propias NPs en el paso de luz del espectrofotómetro.  
La determinación de la capacidad antioxidante mediante la aplicación del 
método ORAC consiste en la generación de una atmósfera enriquecida en radicales 
libres que se hace pasar a través de las disoluciones de SeNPs o el material y, de una 
disolución de ácido salicílico mediante un gas inerte que actúa como portador. Una 
reacción entre los radicales no atrapados por el componente antioxidante y el ácido 
salicílico, conduce a la formación de los ácidos 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHB) y 2,5-
dihidroxibenzoico (2,5-DHB), entre otros compuestos. El principal compuesto 
resultante, 2,5-DHB se analiza mediante cromatografía líquida (HPLC) acoplada a un 
detector de fluorescencia, correlacionándose con las propiedades antioxidantes a 
través del porcentaje de hidroxilación de este compuesto. Un aumento en la capacidad 
antioxidante de SeNPs supondría una menor generación del compuesto 2,5-DHB y por 
consiguiente, un menor porcentaje de hidroxilación. Mediante la aplicación del 
método de radicales libres, se pudo observar como incluso los blancos de reacción 
poseían cierta capacidad antioxidante, asociada a compuestos con carácter 
antioxidante empleados en la síntesis  de las SeNPs, como puede ser el ácido ascórbico 
empleado como agente reductor. Los resultados demostraron que las SeNPs  con los 
distintos agentes estabilizantes poseían una  elevada capacidad antioxidante con los 
mejores resultados cuando se emplea el tensioactivo no iónico (etoxilado 2,4,7,9-
tetrametil-5-decin-4,7-diol) cuya capacidad antioxidante supuso una disminución del 
grado de hidroxilación del 80%. 
Una vez seleccionadas aquellas SeNPs que presentaban mayor capacidad 
antioxidante, se procedió a la fabricación de los envases multicapas aplicando las 
SeNPs a un adhesivo de carácter aniónico encargado  de unir las dos capas de 
laminado compuestas por un PE y PET. En estos envases se estudió la influencia del 
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espesor de las capas de laminados en la capacidad antioxidante para espesores en la 
capa de PE de 35, 60 y 90µm. Por primera vez, se intentó la aplicación del método 
DPPH para la determinación de la capacidad antioxidante directamente en envases 
alimentarios, pero el gran tamaño de la molécula DPPH impide su difusión a través de 
la capa de PE, inhibiendo su interacción con las SeNPs incorporadas al adhesivo.  
Por ello, la capacidad antioxidante del envase se realizó mediante el método de 
radicales libres. Los resultados confirmaban la tendencia obtenida en las disoluciones, 
a pesar de tener barreras, la capacidad antioxidante fue de un 60% en el envase 
alimentario; este porcentaje aumentaba, cuanto mayor era el espesor de la capa de 
PE. La buena capacidad antioxidante mostrada por los envases, pone de manifiesto la 
utilidad de las SeNPs para incrementar la vida útil de alimentos fácilmente oxidables 
como frutos secos. Además, la incorporación de SeNPs  permite disminuir el número 
de capas necesarias que actúen como barrera. 
Uno de los aspectos a controlar cuando se desarrolla un envase con 
nanopartículas incorporadas es la posible migración de las mismas al alimento con el 
consiguiente riesgo para el consumidor. 
El proceso de migración se refiere a la liberación de una sustancia de un medio 
a otro. En líneas generales, este proceso sigue la primera ley de difusión de Fick, en el 
que la sustancia migra por un gradiente de concentración entre ambos medios. 
Cualquier NP que esté débilmente unida en el envase del alimento migrará desde el 
embalaje a la comida. Los factores que afectan a la migración son: temperatura y 
tiempo de exposición, gradiente de concentración, propiedades del material, posición 
migrante en el material y la interacción entre el migrante y material. Los estudios 
específicos de migración implican el análisis de un migrante particular del envase, con 
un enfoque que implique el peor escenario de migración. 
El Reglamento de la UE Nº10/2011 sobre materiales y objetos plásticos 
destinados para entrar en contacto con alimentos, establece un límite de migración 
desde materiales y objetos plásticos que no supere en total los 10 miligramos de 
constituyentes liberados por decímetro cuadrado de superficie de contacto (mg/dm2).  
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Los alimentos constituyen estructuras complejas, por lo que el análisis de las 
sustancias que migran a los alimentos puede plantear dificultades. Por ello, han  de 
seleccionarse medios que simulen la transferencia de sustancias del material plástico a 
los alimentos. Estos medios deben representar las principales propiedades 
fisicoquímicas que muestran los alimentos. Al usar simulantes alimentarios, las 
condiciones normalizadas de duración y temperatura de ensayo deben reproducir, en 
la medida de lo posible, la migración que puede producirse desde el objeto al 
alimento. 
De acuerdo a todo ello se realizaron los ensayos de migración de Se 
procedentes de las NPs incorporadas en el envase multilaminar, utilizando un 
alimento con un alto contenido en ácidos grasos y fácilmente oxidable como es la 
avellana.  
Debido a que el contenido endógeno de selenio en el isótopo natural 78Se es 
muy elevado en este tipo de alimentos, se realizó la síntesis de SeNPs a partir del 
isótopo enriquecido 77Se y, así poder diferenciar entre el contenido de selenio 
endógeno y exógeno presente en el alimento. Los envases multilaminares con 
incorporación de 77SeNPs en el adhesivo de acuerdo a la estructura PET- 
Adhesivo+SeNPs – PE, se rellenaron con avellana molida y se sometieron a las 
condiciones normalizadas del ensayo de acuerdo al reglamento 10/2011 para 10 días a 
40ºC. El contenido de selenio en el alimento se analizó mediante ICPMS, previa 
mineralización ácida de la muestra. Los resultados sobre la relación 77Se/ 78Se en la 
avellana después de la digestión ácida, fueron similares y no se encontraron 
diferencias significativas entre los controles (muestras contenidas en los envases sin 
SeNPs) ó envases con 77SeNPs incorporadas. Así mismo, se evaluó el efecto del espesor 
de la capa de PE sobre la posible migración; corroborándose, que no existían riesgos de 
migración de SeNPs desde los envases bajo ningún tipo de espesor de la capa de PE.  
Los trabajos desarrollados y expuestos en esta última parte de la presente tesis 
doctoral, permitieron evaluar el comportamiento antioxidante de envases laminares 
con incorporación de SeNPs como material activo y, la elección de aquellas NPs con el 
estabilizante que ofrece mejores características antioxidantes y mayor compatibilidad 
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con el adhesivo a emplear en los envases. Así mismo, se evaluaron los posibles riesgos 
provocados por la migración de selenio desde envases PET- Adhesivo+SeNPs - PE a 
alimentos mediante el empleo del Reglamento actual de la Unión Europea Nº 10/2011, 
quedando demostrada la baja tendencia del selenio para migrar a los alimentos en las 
condiciones normalizadas (10 días a 40ºC), que garantiza la seguridad del alimento en 
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Las conclusiones más relevantes de esta Tesis Doctoral se  resumen a 
continuación: 
1. La síntesis de SeNPs puede controlarse mediante la optimización de 
parámetros tales como: la concentración y composición química del agente 
estabilizante, la relación ácido ascórbico/ Na2SeO3 y el pH. El empleo de 
polisacáridos (chitosan) como agente estabilizante queda condicionado por su pI y 
el pH de la suspensión de NPs, pudiendo dar lugar a problemas de floculación y 
agregación. El empleo de surfactantes no-iónicos en la síntesis de SeNPs da lugar a 
NPs estables y de geometría esférica.  Además, su empleo para la preparación de 
envases alimentarios  mediante su incorporación  al adhesivo  industrial (la 
mayoría de carácter aniónico) no presenta limitaciones en lo referente al pH.  
2. El uso de la técnica de AF4 acoplado a DAD-ICPMS ha demostrado ser 
apropiada para separar, detectar y caracterizar SeNPs. Sin embargo, presenta 
limitaciones, proporcionando buenos resultados, en relación a la caracterización 
de tamaños, siempre que se trate de NPs esféricas y no agregadas. 
3. El empleo de la técnica AF4-DAD-ICPMS como fraccionamiento previo a 
separación por SDS-PAGE ha permitido detectar en la fracción de proteínas 
solubles de yogures enriquecidos en selenio  dos bandas que contienen selenio en 
el rango de 10-70kDa. Su  posterior digestión triptica y análisis mediante nano-
HPLC ESI/LTQMS revelaron la presencia de proteínas con funciones antioxidantes  
como Tiorredoxina y Glutarredoxina. Hay que destacar, la detección de 
Chaperonas en controles y su ausencia en el Yogurt enriquecido con Se, lo cual 
podría indicar que el selenio juega un papel clave en la expresión de dichas 
proteínas y por consiguiente, en la disminución de estrés que afecta a los 





4. La  evaluación de los efectos producidos por distintas especies de 
selenio (selenito y SeNPs con diferentes agentes estabilizantes) sobre bacterias 
responsables de procesos de fermentación láctica como Lactobacillus Bulgaricus, 
puso de manifiesto que a bajos niveles de exposición de Se (1μg Se·mL-1) no 
afectaba a la viabilidad ni al crecimiento bacteriano. Además, el análisis del 
contenido de Se total y especies de Se en las bacterias expuestas ha permitido 
determinar una mayor acumulación de Se en las mismas tras su exposición a 
SeNPs modificadas con chitosan,  además de una elevada biotransformación a 
especies orgánicas, principalmente SeCys2 con propiedades antioxidantes. Tras la 
exposición a elevadas concentraciones de Se (10μg·mL-1), las diferentes 
composiciones químicas de los agentes estabilizantes de SeNPs ofrecen efectos 
citotóxicos distintos en L. Bulgaricus, evidenciando la influencia de la naturaleza 
del recubrimiento sobre la toxicidad. 
5. La suplementación de Raphanus Sativus con SeNPs estabilizadas con 
Chitosan demostró que estás se transformaban mayoritariamente  (95%) a 
SeMetSeCys y SeMet, principalmente.  A su vez, el empleo de las técnicas de TEM 
y AF4-DAD-ICPMS permitió el análisis y caracterización de NPs adheridas en las 
raíces de las plantas, sugiriendo que la las SeNPs se adhieren a la raíz donde se 
disuelven y son posteriormente acumuladas por parte de la planta siguiendo un 
mecanismo similar al selenito. 
6. La capacidad antioxidante de SeNPs en diferentes materiales 
multicapas se ha evaluado aplicado dos métodos: DPPH y radicales libres. Los 
mejores resultados en relación a la capacidad antioxidante se obtuvieron 
empleando el surfactante no iónico como agente estabilizante. Además, se ha 
comprobado las limitaciones de la aplicación del método de DPPH para la 
determinación de la capacidad antioxidante de SeNPs directamente en 
suspensión y en los propios envases. 
7. De acuerdo al Reglamento de la UE 10/2011 se han evaluado los 
posibles riesgos provocados por la migración de SeNPs desde el envase a 





cantidades extraídas de selenio se encontraban por debajo de los límites máximos 
permitidos (10µg Se·Kg-1). Esto demuestra la baja tendencia de las SeNPs para 
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Las selenoproteínas están implicadas en una gran variedad de procesos 
biológicos,  sin embargo,  muchas de sus funciones se desconocen, convirtiéndose su 
estudio en un tema de especial interés en distintas áreas científicas (bioquímica, 
medicina, epidemiologia, química…). 
En éste trabajo (“Selenoproteins: the key factor in selenium essentiality. State 
of the art analytical techniques for selenoproteins studies”. Analytical and 
Bioanalytical Chemistry, 400 (2011) 1717) se describen las selenoproteínas mejor 
caracterizadas y sus funciones, así como se exponen casos clínicos y de 
suplementación de selenio. Además, en la segunda parte de este trabajo se recogen las 
ventajas y limitaciones de las técnicas analíticas más relevantes empleadas en el 
estudio de las selenoproteínas y proteínas que contienen selenio como: la 
cromatografía multidimensional acoplada a la espectrometría de masas (ICP-MS), la 
espectrometría de masas en tándem con ionización con electrospray (ESIMS/MS), la 
espectometría de masas de tiempo de vuelo con desorción/ionización láser asistida 
por matriz (MALDI-TOF) y la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico con ablación láser acoplada a espectrometría de masas (SDS-PAGE-LA-ICPMS).  
Además de suplementos nutricionales para alimentación humana, también 
existe interés en el desarrollo de piensos enriquecidos ya que se han registrado y 
demostrado enfermedades en el ganado, asociados a estados carenciales de selenio. 
Puesto que la ingesta de Se, proviene de la dieta y ante la escasez del mismo en el 
suelo en países como Finlandia; desde 1984 se está procediendo a la adición de Se en 
los fertilizantes, consiguiéndo una disminución en la enfermedad del músculo blanco 
en el ganado. A pesar de ello, el problema de la baja biodisponibilidad en el suelo sigue 
latente y, los niveles de Se en el forraje para los animales no es suficiente para cubrir 
los niveles básicos del mismo. 
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El ensilado es un proceso de conservación del forraje basado en una 
fermentación láctica del pasto que produce ácido láctico y una disminución del pH, 
permitiendo retener las cualidades nutritivas del pasto original mucho mejor que 
el henificado. Aunque la UE permite el uso como aditivos de Na2SeO3, Na2SeO4 y 
algunas formas orgánicas de Se; la adición directa de las formas orgánicas (pese a ser 
más seguras y eficaces que las sales inorgánicas) está restringida en procesos de 
ensilado con base ácida por posibles riesgos a la salud debido a la formación de ácidos. 
En el Segundo trabajo presentado dentro de este capítulo (“Selenium 
Supplementation by addition of sodium selenate with silage additive”. Agricultural 
and Food Science, 23 (2014) 81) se ha evaluado el efecto del seleniato sódico como 
aditivo para ensilados y, la posible biotransformación durante el proceso de 
fermentación láctica del mismo. Como se deduce, la adición de Na2SeO4 durante el 
ensilaje facilita la obtención de un pienso que facilita la suplementación de selenio en 






















VII.1 Selenoproteínas: factor clave de la esencialidad del 
selenio. Técnicas Analíticas Avanzadas para el estudio de 
Selenoproteínas. 
“Selenoproteins: the key factor in selenium essentiality.  
State of the art analytical techniques for selenoprotein studies” 































VII.2. Suplementación de Selenio por Adición de Seleniato 
Sódico a los aditivos para procesos de ensilado 
 
 
“Selenium Supplementation by addition of sodium selenate with silage 
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2,3-DHB: Ácido 2,3-dihidroxibenzoico 
2,5-DHB: Ácido 2,5-dihidroxibenzoico 
AE: Intercambio aniónico 
AF4: Fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico 
AFM: Microscopía de fuerza iónica 
BSA: Albúmina de suero bovino 
CAOX: Capacidad Antioxidante 
CE: Electroforesis capilar 
CS: Chitosan 
DAD: Detector de diodo array 
DIOs: Yodotironina deyodinasa  




EPA: Agencia de Protección Ambiental 
ESI-MS: Espectrometría de masas de ionización por electrospray 
FC: Citometría de flujo 
FDA: Administración de comida y medicamentos 
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GC: Cromatografía de gases 
GPx: Glutatión peroxidasa 
HG-AAS: Espectroscopía de absorción atómica mediante generación de hidruros 
HG-AFS: Espectroscopía de fluorescencia atómica mediante generación de hidruros 
H2Se: seleniuro de hidrógeno 
HPLC: cromatografía de líquidos de alta eficacia 
ICP-MS: Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo 
ICP-OES: Espectrometría de emisión óptica con plasma de acoplamiento inductivo 
IP-ICPMS: Dilución isotópica- Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento 
inductivo 
ID: Yodotiroina deyodinasa 
IDA: Análisis por dilución isotópica 
IP: Yoduro de propidio 
LAB: Bacteria ácido láctica 
MALDI-TOF: espectrometría de masas de tiempo de vuelo con desorción/ionización 
láser asistida por matriz 
MALS: láser multi-ángulo de dispersión de luz 
MS: Espectrometría de masas 
Na2SeO3: Selenito sódico 
Na2SeO4: Seleniato sódico 
ORAC: Capacidad de absorción de radicales de oxígeno 
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PET: Tereftalato de polietileno 
PS: Fosfatidilserina 
PSL: Látex poliestireno 
QDs: Quantum Dots 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
RP: Fase inversa 
SeAlb: Seleno albúmina 
SEC: Cromatografía de exclusión molecular 
SeCys: Selenocisteína 
SeCys2: Selenocistina 
SEM: Microscopía electrónica de barrido 
SeMeSeCys: Selenometilselenocisteína 
SeMet: Selenometionina 
SeO2: Dióxido de selenio 
SeNPs: Nanopartículas de selenio 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 
sp-ICPMS: single particle-Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento 
inductivo 
TEM: Microscopía electrónica de transmisión 
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TiN: Nitruro de Titanio 
TMSe+: Trimetilseleniuro 
TRx: Tioredoxina reductasa 
UE: Unión Europea 
XEDS: Espectroscopia de rayos X 
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